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VECTORES BASADOS EN GENOMAS VI RALES DEFECTIVOS RECOMBINANTES 
Y SU EMPLEO EN LA FORMULACION DE VACUNAS 

CAMPO DE LA INVENCION 

5 Esta invencion se refiere a unos vectores basados en 

genomas virales defectives recombinantes que expresan 
antigenos adecuados para la induccion de respuestas inmunes 
sistemicas y secretoras para la prevencidn de infecciones en 
mucosas y a su empleo con fines vacunales junto con un virus 
10 complementador adecuado. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La obtencion de proteinas recombinantes utilizando 
vectores de expresion es un hechc conocido desde hace ciempo. 
En general, los sistemas de expresion procarioticos y de 
levaduras son altamente eficaces y faciles de usar mientras 
que los sistemas de expresion que se utilizan con celulas 
eucarioticas auperiores plantean algunos inconvenientes 
relacicnaaes con bajos niveles de produccion de oroteinas v 
con limitaciones en el range del hospedador. De los sistemas 
de expresion existentes para celulas eucarioticas superiores, 
los vectores a base de baculovirus son los mas eficaces en 
terminos cie produccion de prot-na. Sin embargo, solo se 
pueden uciiizar en celulas de insecco que, como es conocido, 
glicosiian las proteinas de manera diferente a como lo hacen 
las celulas ammales. Adicionai^ente, la conscruccion del 
virus recombinante sucede a .raves de una recombinacidn 
homologa, lo cual es una tecmca iaboriosa especialmente 
cuando se rienen que analizar numerosas variantes geneticas. 

Por otra parte, se conocen vectores basados en virus ADN 
adecuados para expresar genes hecerologos. No obstante, el 
empleo de vectores basados en ADN presents numerosos 
inconvenientes, puesto que se replican en el nucleo de la 
celula huesped y pueden llegar a integrarse en dicho genoma, 
por lo que son poco seguros. Por el contrario, los vectores 
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basados en ARN superan los inconvenientes asociados con el 
empleo de virus ADN ya que no se replican en el genoma de la 
celula huesped sino en el citoplasma, la replicacion 
transcurre via ARN y no via ADN, y las posibilidades de que 
5 se integren en el genoma son muy pequefias, por lo que los 
vectores basados en estos virus ARN son mas seguros. 

Adicionalmente, se conocen particuias defectivas 
interferentes <DI<, que contienen la capsida del virion y un 
genoma defectivo, que son unos mutantes subgenomicos de 

10 delecion generados mayoritariamente a partir de genomas 
virales infectives por un error de replicacion. En general, 
el termino "particula DI" se refiere a virus defectivos que 
carecen de una region del genoma ARN o ADN, contienen las 
proteinas y antigenos del virus, requieren la coinfeccion del 

15 virus parental infectivo para replicarse (virus 
complementador ) e interfieren especif icamente con el virus 
complementador hcmologo al replicarse a sus expensas [Huang 
y Baltimore, Nature, 226, 325-327 (1970)]. Los genomas DI 
surgen por reorcenamientos del genoma como resultado de 

20 "saltos" de la ARN poiimerasa de un ARN molde a otro o de un 
segmentc de un ARN mclde a otrc segmento del mismo. Estos 
genomas DI, una vez generados, se ampiifican a expensas del 
genoma parental r del virus ampiificador que codifica las 
proteinas implicacas en la replicacion y encapsidacion y que 

25 debe competir ccn los genomas defectives por tales productos. 

Se nan obtenido y caracterizado particuias DI de aigunos 
coronavirus tales como ei virus ce la hepatitis murina (MHV) , 
el virus de la eronquitis infecciosa ^ IBV) y el coronavirus 
bovino iBCV), aunque no se nan descrito particuias DI 

30 derivadas del virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (VGFT) . Una de las particuias DI naturales del 
MHV se ha utilizado como base para desarrollar un vector de 
expresion en el que el gen exdgeno se inserta bajo el control 
de una secuencia promotora interna de transcripcion [Lin and 

35 Lai, J. Virol., 6110-6118, Oct. (1993)]. 
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En general, ios vectores conocidos de expresion de genes 
heterologos basados en particulas DI presentan una serie de 
inconvenientes relacionados con su especif icidad de especie 
y organo diana y con su limitada capacidad de cionaje, lo que 
restringe las posibilidades de uso de estos vectores tanto en 
investigacion basica como en investigacion aplicada a fines 
terapeuticos, inciuyenco los fines vacunales. 

Por canto, sigue existiendo la necesidad de disponer de 
vectores cie expresion de genes heterologos que superen los 
inconvenientes mencionados . En particular, seria muy adecuado 
disponer de unos vectores de expresion de genes heterologos 
que tuvieran una elevada seguridad y capacidad de cionaje y 
pudieran ser diseftados de forma que se pudiera controlar 
facilmente su especif icidad de especie y su trcpismo. 

La presente invencion proporciona una solucion al 
problema existente que comprende un vector basado en un 
genoma viral defective recombinante que expresa antigenos 
adecuados para inducir una respuesta inmune y para prevenir 
infeccicnes causadas por diversos agentes infecciosos de 
distintas especies animales. Los vectores de expresion de 
genes (c secuencias ce ADN) heterologos propcr-ionados por 
esta invencion riener. una elevada seguridad -..si como una 
elevada capacidad de cionaje y pueden ser disehados de forma 
que se puede controlar facilmente su especif icidad de especie 
y su tropismo, per lo que dichos vectores son adecuados para 
la formuiacion cie vacunas capaces de conferir proteccion 
contra infecciones causadas por cistintos agentes infecciosos 
de distintas especies animales. 

Por consiguiente, un objeto de la presente invencion lo 
constituye un vector basado en un genoma viral defectivo 
recombinante, que expresa al menos un antigeno adecuado para 
la induccion de una respuesta inmune, en particular, una 
respuesta inmune sistemica y secretora, frente a agentes 
infecciosos de distintas especies animales, o un anticuerpo 
que proporciona proteccion contra un agente infeccioso, 



WO 97/34008 PCT/ES97/00059 



provisto de elevada seguridad y capacidad de clonaje y que 
puede ser disefiado de forma que se puede controlar facilmente 
su especif icidad de especie y su tropismo. 

El genoma viral defective que sirve de base para la 
5 construccion de dicho vector tambien constituye un objeto 
adicionai de esta invencion. 

Otrc objeto adicionai de esta invenci6n lo constituye un 
sisteraa recombinante de expresion de proteinas heterologas 
que comprende (a) el vector previamente descrito y (b) un 
10 virus complement ado r que facilita las proteinas implicadas en 
la replicacion y encapsidacion del genoma viral defectivo 
recombinante, 

Otro objeto adicionai de esta invencion lo constituyen 
unas vacunas capaces de inducir proteccion frente a 

15 infeccicnes causadas por distintos agentes infecciosos de 
distintas especies animales que comprende el sistema 
recombinante previamente descrito junto con un excipiente 
farmaceuticamente aceptable. Estas vacunas pueden ser mono-, 
o multivalentes dependiendo de si los vectores de expresion 

20 presentes en el sistema recombinante expresan unc, o mas 
antigencs capaces de inducir una respuesta inmune frente a 
uno, o mas agentes infecciosos o uno o mas anticuerpos que 
proporcionan proteccion contra uno o mas agentes infecciosos. 
Otrcs objetcs proporcionados por esta invencion 

25 comprenden un metcdo de inmunizacion de animales que censiste 
en la aczninistracion de dicho sistema recombinante c vacuna, 
asi come un metodo para proteger a los animales recien 
nacidos contra agentes infecciosos que infectan a dichas 
especies . 

30 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra la estructura del VGPT. El virion es 
una particula esferica formada por una envuelta lipidica en 
cuyo interior se encuentra una molecula de ARN de 28,5 
35 kilobases (kb) de cadena sencilla y polaridad positiva. Este 
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ARN esta asociado a la proteina N formando la nucleocapsida . 
Las proteinas estructurales M y sM se encuentran incluidas en 
la membrana. La proteina S se agrupa en trimeros y esta 
anclada en la parte externa de la envuelta formando los 
peplomeros . 

La Figura 2 muestra la organizacion genomica de los 
cuatro coronavirus secuenciados : MHV, IBV, HCV229E 
(coronavirus humano 229E) y VGPT. Las fases abiertas de 
lectura que codifican cada proteina se representan a escala. 
En cada genoma se indica con flechas el principio de los ARNm 
que expresa cada virus. El numerc de ARNm expresados por los 
virus MHV o VGPT puede variar dependiendo de la cepa viral. 
En este esquema las flechas del VGPT se corresponden con los 
ARNm que expresa la cepa THER-1 . Los ARNm son 3 ' -coterminales 
y se numeran siguiendo un ^rden decreciente de tamafto. 

La Figura 3 muestra la expresion del genoma del VGPT, 
cepa THER-1 . Se indica la disposicion de las fases de lectura 
abierta . ORF) en el genoma: Pol, polimerasa; S, sM, M y N, 
proteinas estructurales; nsp 3a, 3b y 7, proteinas no 
estrucrurales {la proteina 3b no se produce con este virus) . 
El genoma se transcribe en un ARN de igual iongitud pero 
polaridad negativa (-) que servira de molde para la sintesis 
de los " ARNm •; I a ~) . En cada ARNm se representa la 
secuencia comiin, lider, del extremo 5 1 (cuadrado) , el tramo 
de poliadenina en el extremo 3' y la zona que se traduce en 
cada uno de ellos -iineas gruesas). 

La Figura A muestra la evolucion del titulo de los 
aisladcs del VGPT THER-1 (A) y ?UR46-mar 1CC12 (B) con el 
niimero de case a alta multiplicicad de infeccion (m.d.i.) en 
celulas ST. 

La Figura 5 muestra los resultados del analisis 
electrofcretico de los ARNs producidos en celulas ST 
infectadas con virus THER-1 pasado 46 veces a alta m.d.i. El 
numero de pase se indica encima de cada canal mientras que 
las barras a la izquierda indican la posicion de los 
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marcadores de peso molecular (el ARN genomico del VGPT y 
marcadores GibcoBRL) , expresados en kb. Las barras a la 
derecha indican los ARNm del VGPT y los ARNs defectivos 
interf erentes (DI) . NI # no infectado. 
5 La Figura 6 muestra los resultados del analisis en 

ensayos zipo Northern del ARN de celulas ST infectadas con el 
virus THER-lp35. 

La Figura 7 muestra los resultados de ensayos tipo 
Northern del ARN procedente de pases diiuidos del virus THER- 

10 l-STp41 en celulas ST. 

La Figura S muestra el efecto del cambio de linea 
celular en la prcpagacion de los ARNs defectivos A, B y C. Ei 
virus THER-l-STp46 se paso diez veces sin diluir en celulas 
IPEC (epitelio intestinal de cerdo) , y cinco en celulas PM 

15 (macrofagos porcinos) . Figuras 8A y 8B, evolucion del titulo 
viral ccn el numero de pase en celulas IPEC y PM, 
respectivamente . Figura 8C, analisis del ARN de celulas ST 
infectadas con virus procedente de los pases 1 y 10 en IPEC 
(por marcado metabolico con 32 Pi) , o de los pases 1 y 5 en PM 

20 (por hicridacion con un oligonucleotide complementario al ARN 
lider) . 

La Figura ? muestra la er.capsidacion de los genomas 
defectivos A, B y C. La Figura PA muestra un gel de agarosa 
tenido con bromuro de etidio, en el que se analiza el ARN 

25 extraido de viricnes purificados, por medio de centrif ugacion 
a traves de un cclchcn de sacarcsa del 15;: (p/v), del pase 1 
y del pase 41. In el canal del pase 41 se observan los ARNs 
A, 3 y C, ademas del genoma parental. Las barras de la 
izquierda indican marcadores de ir.ovilidad en kb. La Figura 9B 

30 muestra los resultados del analisis del ARN de viriones del 
pase 41 purificaaos por centrif ugacion a traves de colchones 
o de un gradiente continuo de sacarosa, en ensayos tipo 
Northern con un oligonucleotide complementario al ARN lider. 
Como marcadores se utilizaron los ARNs comerciales de 

35 GibcoBRL y ARN de viriones del pase 1 (canal a) . Canales b y 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



c, ARN extraido de viriones sedimentados a traves de 
colchones de sacarosa del 313 y 155 ( P / V ) , respectivamente . 
Canales dye, ARN extraido de virus purificado a traves de 
un colchon continuo de sacarosa, fracciones de densidad 1,20 
y 1,15 g/ml, respectivamente. 

La Figura 10 muestra la estrategia de clonaje de los 
ARNs defectivos DI-3 y DI-C, donde se observa una 
representacion esquematica de los fragmentos de ADN 
complementario lADNc) obtenidos por RT-PCR utilizando como 
molde ARN genomico de longitud total (A) , DI-3 (B) v DI-C 
(C) . Las lineas discontinuas indican la ausencia del 
fragmentc previsto debido a su gran tamano. Los ARNs 
defectivos se clcnaron en cuatro fragmentos solapantes (a, b, 
c y d) , representados por lineas; los numeros debajo de estas 
lineas indican el tamano del fragmento determinado en geles 
de agarosa. Los eiigonucledtidos utilizados como iniciadores 
y su poiaridad 5-? indican mediante flechas y numeros. La 
secuencia de los oligonucleotides se indica en la Tabla 2. 
Las cajas rayadas o air.ertas en (A) indican la posicion 
relativa de los genes virales: pol, polimerasa; S, M y N, 
genes es-ructuraies; 3a, 3b, sM y ORFs pequenas. Los 
cuadrados negrcs mas estrechos indican ia secuencia iider. 

La Figura 11 muestra ics resultados del analisis 
electroforetico de los productos de PCR obtenidos en la 
amplificacion de los ARN defectivos. El ARN de viriones 
purificados THER-Ipl c THER-lp41 se utilizo como molde en una 
reaccion de RT-FCR con los oligonucleotides 1 y 2 (a), 3 y 4 
(b) , 5 y 6 (c) c 7 y 8 (d), cuya secuencia y posicion en el 
genoma parental se indica en la Tabla 2. En cada caso se 
indica el canal correspondiente al ARN molde del pase 1 (ARN 
genomico parental) o del pase 41 (ARN genomico parental, DI- 
A, DI-B y DI-C), y el canal de marcadores de movilidad de DNA 
(M, GibcoBRL) . Lcs numeros en negrita indican el tamano en kb 
de los productos de amplificacion especificos de los ARNs 
defectivos. ARNs B+C, ARNs B y C purificados de banda en un 
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experimented de f raccionamiento ?or gel de los ARNs del virus 
THER-1-S?p41 . Los ARNs B y C migran muy proximos, y se 
cortarcn como una banda unica. 

La Figura 12 muestra la secuencia completa del ADNc del 
5 ARN DI-C [vease la SEC. ID. N° 24], obtenida por 
secuenciacion de los fragmentos solapantes de clonaje a, b, 
c y d. El ARN DI-C ha mantenido cuatro regiones discontinuas 
del genoma parental: I, II, III y IV. Los puntos de union de 
estas regiones se indican en la secuencia mediante flechas. 

10 Se indica la traduccion de las tres ORFs presentes en el 
genoma CI-C: la ORF de 6,7 kb quimerica que results de la 
fusion de las regiones discontinuas I y II en fase; la mini- 
ORF de -res aminoacidos que la precede en fase y la 3RF que 
coraienza en el AUG del gen S. Se han sombreado las regiones 

15 de alta homologia con los dominios proteicos descritos en 
otros ccronavirus como responsables de las funciones 
polimerssa, helicasa y sitic de union a metales. Las 
secuencias promotoras de transcripcion CTAAAC se indican 
sombreacas. La zona de solapamiento entre las ORFs la y lb 

20 (41 nucleotidos) se presenta ombreada, y se indica la 
secuencia "de desiizamiento" del ribosoma subrayada, y el 
codon terminacion de la ORFla encuadrado. In las 

posicicnes 637, 6397 y 6485 se indican los cambios puntuales 
respectc al genoma parental. Se indican los nucleotidos 

25 presentes en el genoma parental en estas posiciones. 

La Figura 13 muestra un ciagrama de la estructura del 
ARN DI-C . La longitud genoraica ~ctal se muestra a la aerecha 
de los recuadros. El ARN DI-C contiene cuatro regiones 
discontinuas (I, II, III y IV* del genoma del VGPT. Estas 

30 regiones comprenden 2,1 kb del extremo 5' del genoma, la 
ORFlb casi completa incluyendo la zona de solapamiento entre 
las ORFs la y lb, el principio del gen S, la ORF7 incompleta 
y la region 3' no traducida. Las letras y los numeros sobre 
el recuadro del genoma parental indican los genes virales. 

35 Los numeros debajo del recuadro indican la posicion en el 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



9 

genoma parental de los nucleotidos flanqueantes de las 
regiones discontinuas, tomando como referenda la secuencia 
del aislado VGPT PUR4 6-PAR. En el recuadro correspondiente al 
ARN DI-C, la longitud de las cuatro regiones discontinuas se 
indica er. nuclectidos. En el tercer recuadro se indica el 
numero de nucleotidos derivado de cada gen viral, teniendo en 
cuenta que las ORFs la y lb se solapan 43 nucleotides en el 
genoma parental. Las fases abierras de lectura que predice el 
analisis por ordenador se indican per flechas o cabezas de 
flecha. ?nt, falso lazo {pseudeknot) ; Pol, polimerasa; Mib, 
dominio de union a metales metal ion binding); Hel, 
helicasa; Cd, dominio coservado conserved domain) . 

La Figura 14 muestra la estructura del ARN DI-B. El ARN 
DI-B ccniiene tres regiones discontinuas (I, II y III) del 
genoma del VGPT que comprenden 2,1 kb del extremo 5' del 
genoma, la ORFlb ccmpleta incluyendo la zona de solapamiento 
entre las ORFs la y lb, el principio del gen S, el final de 
la ORF7 la region no traducida del extremo 3 f . Las letras 
y los nurr.eros sobre el recuadro del genoma parental indican 
los genes virales. Los numeros debajo del recuadro indican la 
posicion en el genoma parental de los nucleotidos 
f lanqueances de las regiones iiscontinuas, tomando como 
referenda la secuencia del aislado VGPT PUR4 6-PAR. La 
heterogeneidad en el camano de la delecion ocurrida enrre las 
regiones discontinuas II y III hace que en realidad exista 
una poclacion de genomas Dl-= . En el segundo y mercer 
recuadrc se indica la longitud en nucleotidos de las tres 
regiones discontinuas para los genomas de mayor y menor 
tamano, respectivamente . En el :ercer recuadro se indica el 
numero de nucleotidos derivado de cada gen viral, teniendo en 
cuenta que las ORFs la y lb se solapan 4 3 nucleotides en el 
genoma parental. Las fases abierras de lectura que predice el 
analisis por ordenador se indican por ilechas o cabezas de 
flecha. ?nt, falso lazo {pseudeknot); Pol, polimerasa; Mib, 
dominio de union a metales x metal ion binding) ; Hel, 
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helicasa; Cd, dominio coservado (conserved domain) . 

La Figura 15 muestra la estructura secundaria y 
terciaria del ARN en la zona de solapamiento entre las ORFs 
la y lb en el ARN DI-C. (A) Estructura que se predice ai 
5 considerar la region mas cercana a la estructura de horquilla 
que presenta complementariedad con los nucleotidos del lazo 
para constituir el pseudoknot (nucleotidos 2354 a 2358). La 
secuencia "de desiizamiento" UUUAAAC esta subrayada. El cod6n 
de terminacion de la ORFla se indica encuadrado. (B) 

10 Representacion esquematica de este pseudoknot, que implica 
dos tramos de ccmpiementariedad de secuencias (stems: SI y 
S2). La secuencia de deslizamienco se representa encuadrada. 
(C) Un rr.odelo alternative considerando la secuencia del 
nucleotido 2489 al 2493 en el plegamiento del pseudoknot. 

15 Esta estructura contiene un tramo de complementariedad de 
secuencia \stem) aaicional. D) Representacion esquematica del 
pseudoknez, en la que se seflalan los tres stems: SI, S2 y S3. 

La Figura 1 c muestra el rnapeo de los ARNs DI por 
hibridacicn con oligonucleotides especificos para el virus en 

20 ensayos tipo Northern. El ARN del virus THER-l-STp41 se 
fraccionc en geles de agarosa hasza conseguir una separacion 
clara de los ARNs del genoma parental y DI A, 3 y C. El ARN 
se transfirio a filtros de nation que se hibridaron con 
varios ciigonucleot idos marcados con 32 P X , que hibridaron con 

25 el genoma parentax (fi, e hibridaron , + ) o no (-) con los 
genomas iefectives. La locainacion aproximada de las 
secuencias compiementarias a l^s oligonucleotides en el 
genoma parental se indica ccr. flechas. Su secuencia y 
posicidn exactas se indican en la Tabla 3. Todos los 

30 oligonucleotides hibridaron con el genoma parental y dieron 
los resuitados esperados con los ARNs B y C. 

La Figura 1" muestra un esquema de obtenci6n de virus 
vacunales por transfeccion de ceiulas infectadas con ARN DI- 
C. Se ilustra un esquema prototipo de la construcci6n que 

35 permitio ia obtencion de ARN DI-C por transcripcion in vitro, 
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raanteniendo los extremos 5 1 y 3' presentes en la particuia 
defecti va original. La secuencia del promotor del 
bacteri-fago T? [PrT7] y la secuencia del ribozima 
autocatalitico del virus de la hepatitis delta (HDV) [Rz HDV] 
se clonaron flanqueancc la secuencia del ARN DI-C. Sobre la 
secuencia se senala el punto de corte autocatalitico 
introducido por la ribozima. Las puntas de flecha indican las 
posiciones de las secuencias proraotoras de transcripcion 
interna mantenidas de forma natural en el ARN DI-C, L, lider. 
T7$, senales de terminacion de transcripcion del bacteriofago 
T7. Se rescataron viriones que encapsidaron tanto el virus 
coraplementador como los genomas defectivos en los que se 
habian clonado los genes heterologos, al transfectar los ARNs 
transcritcs in vitro sobre celulas ST infectadas con el virus 
complement ado r ccrrespondiente . 

La Figura 18 muestra un esquema prototipo de la 
construction que permitio la obtencion de pDIA-6A.C3 por 
transcripcion ir. vitro, manteniendo los extremos 3' y 5' 
presentes en la particuia defectiva original. La secuencia 
del promotor del bacteriofago T" [T7Pr] y la presencia del 
ribozima autocatalitico del virus de la hepatitis delta (HDV) 
[Rz HDV] se clonaron flanqueancc la secuencia del ADNc que 
codifica un ARN autoreplicativc . El plasmido pDIA-6A. C3 
contiene el gen que codifica el anticuerpo monoclonal 6A.C3 
que neutraliza el VGPT [vease el Ejemplo 4]. El clonaje del 
gen heterologo hizc despues de ia ORFlb, siguiendo el 
codon iniciador .AUG) Ael gen £, y en rase de lectura con 
este gen [IGS: secuencia intergenica; L: secuencia lider; D: 
region D (diversity region); J: Region J (joining region); 
VH: M6dulo variable de la cadena pesada de inmunoglobulina; 
CH: Modulo constante de la cadena pesada de inmunoglobulina; 
VK: Modulo variable de la cadena ligera de inmunoglobulina; 
CK: Modulo constante de la cadena ligera de inmunoglobulina; 
poliA: secuencia poliA; Tl<p: terminador de la transcripcion 
de T7]. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Esta invencion proporciona vectores de expresion de ADNs 
heterologos, basados en genomas virales defectivos 
recombinantes que expresan, al raenos, un antigeno adecuado 
5 para la induccion de una respuesta inmune frente a distintos 
agentes infecciosos de distintas especies animales, o un 
anticuerpo que proporciona proceccion contra un agente 
infeccioso, provistos de elevada seguridad y capacidad de 
clonaje y que pueden ser disenados de forma que se puede 
10 controlar facilmente su especif icidad de especie y su 
tropismo . 

El :ermino "agente infeccioso" en el sentido utilizado 
en esta descripcion incluye a cualquier agente infectivo 
viral, bacteriano o parasitario que puede infectar a un 

15 animal y ocasionarle una patologia. 

Baio el termino "especie animal" se incluye a animales 
de cualquier especie, pref erentemente mamiferos y mas 
preference::. : nte de las especies porcina, canina o feiina. 

En una realizacion particular de esta invencion se 

20 proporcionan vectores de expresicn basados en genomas virales 
defectives recombinantes que expresan al menos un antigeno 
adecuadc para la induccion de una respuesta inmune sistemica 
y secretora, para la prevencicr. de infecciones en mucosas, 
disenados para poder controlar facilmente la especif icidad de 

25 especie y su tropismo para _r.fectar mucosas enter icas o 
respiratcrias, por lo que son nuy adecuados para inducir 
• inmunidad en mucosas e inmunicad lactogenica, de especial 
interes en la proteccion de neonazos frente a infecciones del 
tracto intestinal. En otra realizacion particular de esta 

30 invencion se proporciona un vectcr de expresion basado en un 
genoma viral defectivo recombinance que expresa, al menos, un 
anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso . 

Los vectores de expresion proporcionados por esta 
35 invencion comprenden un genoma viral defectivo derivado de un 
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virus, preferentemente, un virus con genoma ARN y polaridad 
positiva, que mantiene los excremos 3' y 5' del virus 
parental, tiene deleciones internas y depende de un virus 
complementador para su replicacion. Por tanto, la invencion 
proporcicna, ademas, un genoma viral defect! vo que ccmprende 
el genoma de un virus parental que tiene las sefiales de 
reconocimiento de la replicasa viral localizadas en los 
extremos 3' y 5', que comprende ademas deleciones internas, 
y en donde dicho genoma viral defectivo depende de un virus 
complementador que facilita las proteinas funcionales y 
estructurales para la replicacion y encapsidacion del genoma 
viral defectivo recombinante . En una realizacion particular, 
el genoma viral defectivo comprende, ademas, la secuencia 
complete que codifica la replicasa del virus parental. En 
este caso, si se desea, el virus complementador puede 
facilitar solo las proteinas estructurales necesarias para la 
encapsidacion del genoma vira. defectivo recombinante o, 
alternativamente, las proteinas funcionales y estructurales 
para 1= replicacion y encapsidacion del genoma viral 
defectivo recombinante. Cuando el virus del que deriva el 
genoma defectivo es un virus ccr. genoma ARN, el vector de 
expresicn comprende ei ADN compiementario (ADNc) a dicho ARN 
defectivo o un ADNc sustanciaiir.ente compiementario a dicho 
ARN defectivo. 

Los vectores proporcionades por esta invencion tienen 
una elevada capacidad de clonal a, de al menos 18 kb, que es 
la mayor capacidad de clonaje descrita para un vector basado 
en virus eucarioticos ARN. Adicionalmente, estos vectores 
tienen una elevada seguridad puesto que (a) estan basados en 
genomas defectivos, (b) comprenden genomas ARN y no utilizan 
ADN como intermedio repiicativo, y (c) estan basados en virus 
que crecen en el citoplasma de ias celulas infectadas, todo 
lo cual hace que el genoma defectivo no pueda recombinar con 
el cromosoma celular. 

En una realizacion particular de esta invencion se 
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describe la obtencion de genomas ARN defectivos derivados de 
coronavirus, particularmente, del VGPT. Estos genomas tienen 
la ventaja adicional de gue la frecuencia de recombinacion 
del VGPT es muy baja (<1 x 10*) lo gue hace gue el genoma 
5 defectivo no recombine con facilidad con el genoma del virus 
complementador. No obstante, aungue se diese esta 
recombinacidn, se obtendria un virus atenuado puesto gue la 
invencion contempla la conveniencia de utilizar el mismo 
virus atenuado tanto como virus complementador como material 

10 de partida para la obtencion del genoma defectivo. 

Los genomas defectivos gue constituyen la base de tales 
vectores pueden obtenerse por pases seriados sin diluir del 
virus del gue derivan, en distintos sistemas celulares. La 
frecuencia de generacion de particulas DI puede variar mucho 

15 en distintos sistemas virus-celula, por lo gue es conveniente 
efectuar los pases con distintos aislados del virus en 
distintas lineas celulares al objeco de seleccionar el 
aislado y la linea celular adecuados. Al cabo de un cierto 
numero de pases, se aisian los virus y se utilizan para 

20 analizar ios ARNs intracelulares producidos en la infeccion 
con el fin de observar ia .posible aparicidn de bandas gue no 
correspondan a r.ingun ARN mensaiero (ARNm) viral, en cuyo 
caso, para analizar la naturaleza de esos nuevos ARNs, 
subgenomicos o defectivos, se continuan los pases seriados 

25 sin diluir con el virus parental. Al cabo de unos pases, se 
analiza ia evolucion del patron de ARNs a lo large de los 
pases seriados para 1c cual se infectan celulas del sistema 
celular adecuado con virus procedentes de distintos pases y 
se analizan los ARNs producidos por tecnicas convencionales, 

30 por ejemplo, marcaje metabolico con "P, o hibridacion con un 
oligonucleotide apropiado. En el Ejemplo 1 se describe de 
forma detallada la obtencion y caracterizacion de unos ARNs 
defectivos derivados del VGPT. 

Con los ARN defectivos se pueden obtener los ADNc 
35 correspondientes, complementary o sustancialmente 
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compiementarios, a dichos ARN defectives, mediante una 
reaccion de transcriptasa inversa (RT) y amplif icacion en 
cadena de la polimerasa (PCR) , en adelante RT-PCR. A 
continuacion, los ADNc se pueden clonar en plasmidos 
adecuados, por ejempio Bluescript II, bajo el control de 
promotores eficaces. Los plasmidos resultantes contienen el 
genoma viral defective bajo el control de unos elementos 
reguladores, que contienen las senales de regulacion y 
control de la repiicacion asi como dei inicio y terminacion 
de la transcripcion y -.raduccion. Asi, estos plasmidos pueden 
incluir secuencias poiiA, secuencias de corte auto-catalitico 
o de reconocimiento de enzimas de restriccion que permiten la 
insercion del ADN heterologo, y las senales de regulacion, 
control y terminacion correspondientes . 

Los plasmidos ccnteniendo el genoma defective o el ADNc 
correspondiente, asi obtenidos se pueden manipuiar por 
tecnicas de Ingenieria Genetica convencionales para clonar, 
al menos, una secuencia de ADN heterologo, que codifica una 
determinada actividad, bajo el control del promotor de un gen 
que este presente en los genomas defectives u cualquier otro 
promotor del virus zei que deriva ei genoma defective o 
variante de estos crcmotores con eficiencia aumentada, y de 
las secuencias reguladoras contenidas en el vector de 
expresion resuitante. En el Ejempio 2 se describe la 
generacion de vecrcres de expresion que codifican antigenos 
que inducen protecc-cr. f rente a distincos virus. 

Los vectores ie expresion prcporcionados por esta 
invencion pueden expresar una o mas accividades, tales como 
uno o mas antigenos capaces de inducir respuestas inmunes 
frente a distintos agentes infecciosos, o uno o mas 
anticuerpos que croporcionan proteccion contra uno o mas 
agentes infecciosos. En una realizacion particular y 
preferida, estos vectores expresan, al menos, un antigeno 
capaz de inducir una respuesta inmune sistemica o una 
respuesta inmune en mucosas frente a distintos agentes 
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infecciosos que se propagan en mucosas respiratorias o 
entericas. En otra realizacion particular y preferida, dichos 
vectores de expresion expresan, ai menos, un gen que codifica 
las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de cualquier 
5 isotipo ipor ejemplo, IgG^ IgA, etc.) que proporciona 
proteccicn contra un agente infeccioso. En un caso particular 
el anticuerpo expresado es el anticuerpo monoclonal 
identificado como 6A.C3 [vease el Ejemplo 4] que neutraliza 
el VGPT, expresado con isotipos IgG l o IgA en el que la parte 

10 constante de la inmunoglobulina es de origen porcino. 

En una realizacion particular de esta invencidn, el 
clonaje de los genes heterologos en un plasmido que contenia 
un ADNc de un ARN defectivo derivado del VGPT, se hizo 
despues de la ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del 

15 gen S, y en fase de lectura con este gen (Ejemplo 2) . 
Alternativamente, las secuencias ze ADN heterologas se pueden 
clonar en ctras zonas del genoma, por ejemplo en las zonas 
correspondientes a las ORFs 1, I 6 7 del VGPT. A partir de 
los plasmidos resultantes se expresan ARNs utilizando una 

20 polimerasa adecuada, con los que se transforman celulas 
apropiadas previamente infectadas ccn un virus coiaborador 
atenuadc, con ic que se pueden rescatar viriones conzeniendo 
el genoma del virus complemencador y : ;ros con el genoma 
defective (Figura 17) . 

25 Alternativamente, los veczzres de expresion de esta 

invencicn permiten la expresizn de uno o varies genes 
utilizando la misma estrategia arriba descrita. Para eilo, se 
pueden utilizar uno o varios prcmotores, o bien un promotor 
y varios sitios de reconocimiento del ribosoma (IRES), o 

30 alternativamente varios pror.zrores y un sitio de 
reconocimiento del ribosoma. 

La invencion tambien proporciona un sistema recombinante 
de expresion de proteinas heterclogas que comprende (a) el 
vector previamente descrito y (b) un virus complementador que 

35 facilita las proteinas implicadas en la replicacion y 
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encapsidacion del genoma viral defectivo recombinante . Por 
tanto, se proporciona un sistema recombinante de expresion de 
proteinas heterologas basado en genomas virales defectivos 
recombinantes que expresan proteinas con al menos una 
determinada actividad, que comprende: 

a) un vector recombinante que ccntiene un genoma viral 
defective para el que, en su caso, se ha obtenido un ADNc 
manipulabie por Ingenieria Genetica convencional que tiene 
las senaies de reccnocimientc para la replicasa viral 
localizadas en los excremos 3 f y 5\ comprende ademas unas 
deleciones internas, y al menos una secuencia de ADN que 
codifica una actividad, por ejemplo, un antigeno capaz de 
conferir inmunidad sistemica y en mucosas, o un anticuerpo 
que proporciona proteccion contra un agente infeccioso; y 

b) un virus complementador que proporciona las proteinas 
funcionaies y estructurales para la replicacion y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

Alternativamente, el sistema recombinante de expresion 
de proteinas heterologas comprende un vector de expresion, 
del tipo previamente descrito, que comprende la secuencia 
completa que codifica la replicasa del virus parental y un 
virus parental complementador cue proporciona las proteinas 
estructursies para la encapsidadcion del genoma defectivo y, 
opcionalmente, las proteinas funcionaies (replicasa) para la 
replicacicn del genoma viral defective, 

Estcs sistemas permiten la expresion bien de antigenos 
capaces ce inducir una respuesta -rimune o bien de anticuerpos 
que proporcionan proteccion contra agentes inf eccioscs, por 
lo que son adecuados para su empleo ccn fines vacunales y de 
proteccicn f rente a infecciones. 

La invencion tambien proporciona unas vacunas capaces de 
inducir proteccion frente a infecciones causadas por 
distintos agentes infecciosos de distintas especies animales 
que comprenden (i) el sistema recombinante arriba descrito, 
constituido por (a) un vector de expresion basado en un 
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genoma viral defectivo en el que se ciona la secuencia de ADN 
heterologa y (b) el virus complementador que colabora en la 
replicacion del genoma defectivo, junto con, opcionalmente, 
(ii) un excipiente farmaceuticamente aceptable. Las vacunas 
proporcionadas por esta invencion son adecuadas, por tanto, 
para conferir inmunidad contra distintos agentes infecciosos 
de distintas especies animales. 

Por "conferir inmunidad", en ei sentido utilizado en 
esta descripcion, debe entenderse la puesta en marcha en el 
organismo receptor {animal a tratar) , por parte del sistema 
recombinante previamente descrito, de los mecanismos 
adecuados, tales como celulas presentadoras de antigenos, 
linfocitos B y T, anticuerpos, sustancias potenciadoras de la 
respuesta celular (interleuquinas, interf erones, etc.), 
factores de necrosis celulares y sustancias similares que 
hacen que el animal quede protegido frente a infecciones 
causadas por agentes patogenos. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden ser 
monovalentes o multivalentes dependiendo de si los vectores 
de expresion presentes en el sistema recombinante expresan 
uno o mas antigenos capaces de ir.ducir una respuesta inmune 
frente a uno o mas agentes infecciosos. Los vectores de 
expresion pueden ser monovalentes o polivalentes segun 
expresen uno o mas anticuerpos que proporcionan proteccion 
contra uno o mas agentes infeccicsos. 

La especif icidad de especie se ccntrola de forma que el 
virus complementador exprese la proteina de la envuelta 
adecuada para ser reconocida por ios receptores celulares de 
la especie correspondiente . Un grupo particular de vacunas 
proporcionadas por esta invencion comprende como virus 
complementador un coronavirus, pref erentemente, un 
coronavirus porcino, canino o felino. 

Estas vacunas son especialmente adecuadas contra agentes 
infecciosos porcinos, caninos y felinos, que infecten las 
mucosas de estas especies o las utilicen como via de entrada. 
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En una reaiizacion particular de esta invencion se 
proporcionan vacunas monovaientes capaces de proteger cerdos, 
perros y gates contra distintos agentes infecciosos porcinos, 
canines y felines, y el tropismo se controla expresando la • 
5 glicoproteina S de un coronavirus. 

Las vacunas monovaientes contra agentes infecciosos 
porcinos pueden contener un vector de expresidn que exprese 
un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido 
por antigenos de los siguientes patogenos porcinos: 
0 Actinobacillus pieuropneumoniae, Actinobacillus suis, 
Haemophilus parasuis. Parvovirus porcine, eptospira,' 
Escherichia coli, Erysipelotrix rhusiopathiae, Pasterella 
multocida, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., 
Serpulina hydiosenteriae, Mycoplasma hyopneumoniae, virus de 
> la diarrea epidemica porcina (PEDV) , coronavirus respiratorio 
porcine, rotavirus, o contra los patogenos causantes del 
sindrome respiratorio y reproductive porcine, la enfennedad 
de Aujeszky Pseudorabies) , influenza porcina o 
gastroenteritis -.ransmisible y el agente etioldgicc de la 
rinitis acrofica y de la ileitis proliferativa. 

Las vacunas monovaientes contra agentes infecciosos 
caninos pueden contener un vector de expresidn que exprese un 
antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por 
antigenos de los siguientes patogenos caninos: hercesvirus 
caninos, adenovirus canino tipos 1 y 2, parvovirus canino 
tipos 1 y 2, reovirus canino, rccavirus canino, corcnavirus 
canino, virus de la parainfluenza canina, virus de la 
influenza canina, virus del moquilio (Distemper virus), virus 
de la rabia, retrovirus y calicivirus canino. 

Las vacunas monovaientes rontra agentes infecciosos 
felinos pueden convener un vector ae expresidn que exprese un 
antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por 
antigenos de los siguientes patogenos felinos: calicivirus 
del gato, virus de la inmuno-def iciencia felina, herpesvirus 
felinos, virus de la panleucopenia felina, reovirus felino, 
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rotavirus felino, coronavirus felino, virus de la peritonitis 
infeccicsa del gato, virus de la rabia, Chlamydia psittaci 
felina, y virus de la leucemia felina. 

Los vectores pueden expresar un anticuerpo que 
5 proporciona proteccion contra un agente infeccioso, por 
ejemplo, un agente infeccioso pcrcino, canino o felino como 
los citados previamente . En una realizacidn particular, se 
han elaborado unos vectores que expresan el anticuerpo 
: onoclonai recombinante idenzif icado como 6A.C3 que 
10 neutraiiza el VGPT. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion son 
capaces de proteger a los lechcr.es mediante la induccion de 
una inmunidad laci.-genica, lo que tiene un especial interes 
en la prcceccion de neonatos frer.ze a infecciones del tracto 

15 intestinal. 

En general, las vacunas prcrorcionadas por la invencion 
pueden ccnrener una cantidad de a.ntigeno capaz de introducir 
en el animal a inmunizar un ti.ulo de virus complementador 
de, al menos, 10 8 unidades formadoras de placa (ufp) . 

20 Como excipiente puede utilizarse un diluyente cal como 

suero saiino fisiologico a itras soluciones salinas 
similares. Asimismo, estas vacunas pueden contener tambien un 
adyuvante de los habitualmente u.ilizados en la formulacion 
de vacunas, tantc acuoso, tal _omo hidroxido de aluminio, 

25 QuilA, suspensienes de geles ie alumina y similares, como 
oleoso, a base ae aceices minera.es, gliceridos y derivados 
de acidc graso, y sus mezclas, par ejempio, Marcol 52 ^ESSO 
Espanola S.A.), Simulsol 51C: (SEPIC) y Montanide 888 
(SEPIC) . 

30 Estas vacunas tambien pueden contener sustancias 

potenciadoras de la respuesta celular (PRC), es decir, 
sustancias potenciadoras de subpoblaciones de celulas T 
helper (Th» y Th s ) tales como ir.cerleuquina-1 (IL-1), IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, g-IFN .-amma interferon), factor de 

35 necrosis celular y sustancias similares, que podrian, 
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teoricamente, provocar inmunidad celular en los animales 
vacunados. Estas sustancias PRC podrian utilizarse en 
formulaciones vacunales con adyuvantes acuosos u oieosos. 
Tambien pueden utilizarse otro tipo de adyuvantes que modulan 
e inmunoestimulan la respuesta celular tales como el MDP 
(muramil dipeptido) , ISCOM (Iramuno Stimulant Complex) o 
liposomas . 

La invencion proporciona vacunas multivalentes capaces 
de prevenir y proteger animales de distintas infecciones. 
Estas vacunas multivalentes pueden elaborarse a partir de 
vectores de expresion en los que se nan insertado las 
distintas secuencias que codifican los antigenos 
correspondientes en el mismo vector recombinante o bien 
construyendo vectores recombinantes independientes que 
posteriormente se mezclarian para su co-inoculacion junto con 
el virus complementador . Por tanto, estas vacunas 
multivalentes comprenden un sistema recombinante en ei que el 
propio vector de expresion contiene mas de una secuencia de 
ADN que codifica mas de un antigeno o alternativamente, el 
sistema recombinante utilizado en la elaboracion de la vacuna 
puede ccntener distintos vectores de expresion que expresen 
cada unc de ellos al menos un antigeno distinto. La 
limitacicn existente en este tipo de vacunas multivalentes 
radica en que dichos vectores expresen antigenos de agentes 
infecciosos de una misma especie animal y que ei virus 
complementador sea el adecuado para tai especie. 

Analogamente, pueden preparar vacunas multivalentes 
que comprenden vectores multivalentes utilizando secuencias 
que codifican anticuerpos que prcporcionan proteccion contra 
agentes infecciosos en lugar de secuencias que codifican los 
antigenos. Estos vectores pueden contener un sistema 
recombinante que comprende bien un vector de expresion que 
contiene mas de una secuencia de ADN que codifica mas de un 
anticuerpo o bien distintos vectores de expresion que 
expresan, cada uno de ellos, al menos, un anticuerpo 
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distinto . 

En una reaiizacion particular de esta invencion se 
proporcionan vacunas capaces de conferir inmunidad a cerdos, 
perros y gatos contra distintos agentes infecciosos porcinos, 
5 caninos y felinos, repectivamente . Para ello, los vectores de 
expresion contenidos en el sistema recombinante de la vacuna 
deben expresar discintos antigenos de los patogenos porcinos, 
caninos o felinos previamente mencionados. 

Las vacunas de esta invencion pueden presentarse en 
10 forma liquida o liofilizada y pueden prepararse suspendiendo 
los sistemas recombinantes en el excipiente. Si dichos 
sistemas estuvieran en forma liofilizada, el propio 
excipiente podria ser el reconstituyente. 

Alternativamente, las vacunas proporcionadas por esta 
15 invencion se pueden utilizar en combinacion con otras vacunas 
convencionales, ya sea formando parte de las mismas o bien 
como diluyente o fraccion liofilizada para diluirse con otras 
vacunas ya sean convencionales o recombinantes. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden 
20 administrarse ai animal por via oral, nasal, subcutanea, 
intradermica, intraperitoneal, intramuscular o por medio de 
aerosol . 

La invencion tambien proporciona un metodo para la 
inmunizacion de animales, en particular, cerdos, perros y 

25 gatos, contra uno o varios agentes infecciosos de forma 
simultanea, que comprende la administracion por via oral, 
nasal, subcutsnea, intradermica, intraperitoneal, 
intramuscular o cor medio de aerosol (o formas combinadas de 
estas) de una vacuna que contiene una cantidad 

30 inmunologicamente eficaz de un sistema recombinante 
proporcionado por esta invencion. 

Adicionalmente, la invencion tambien proporciona un 
metodo para proteger a los animales recien nacidos contra 
agentes infecciosos que infectan a dichos animales, que 

35 consiste en la administracion por via oral, nasal, 
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subcutanea, intradermica, intraperitoneal, intramuscular c 
por medio de aerosol (o formas combinadas de estas) a las 
madres antes de c durante el periodo de gestacion, o a su 
progenie, una vacuna que contiene una cantidad 
inmunologicamente eficaz de un sistema recombinante 
proporcionado por esta invencion. 

La invencion se iiustra mediante los siguientes ejemplos 
que describen de forma detallada la obtenci6n de genomas 
virales defectives, su caracterizacion, la construccion de 
plasmidos y su manipuiacion para obtener los vectores de 
expresion y la induccion de anticuerpos neutralizantes frente 
a diferentes agentes infecciosos de ditintas especies. 

EJEMPLO 1 

GENERACION DE PARTICULAS DEFECTIVAS DERIVADAS DEL VGPT 
1.1 Pases seriados a alta m.d.i., sin diluir, de cepas de 
VGPT 

Con la final idad de promover la generacion de particulas 
defectivas, o la imposicidn de las ya existentes en pequefia 
proporcicn en la poblacion viral, se dieron pases seriados de 
distintcs aislados del VGPT sin diluir en distintos sistemas 
celulares. Debido a que la frecuencia de generacion de 
particulas DI puede variar mucho en discmcos sistemas virus- 
celula, los pases se lievaron a cabo con distintos aislados 
del VGPT iTHER-1 y ?URA6-mar 1CC12) en las lineas celulares 
ST (swine testis, celuias epiteliales de cesticulo de cerdo) . 

La zepa THER- 1 [Transmisible gastroenteritis corcnavirus 
Helper Enterico y Respiratorio, estirpe 1] es un mutante 
atenuado por 20 pases en cultivos de celuias ST derivado de 
la cepa ?UR4 6-MAD [Sanchez y col., Virology 174, 410-417 
(1990)]. La cepa PUR46-mar 1CC12 tambien se describe en 
Sanchez y col., [citado supra]. 

Cada cepa de VGPT se paso sin diluir 35 veces en celuias 
ST. La m.d.i. del primer pase en cada uno de los tres casos 
fue de 100 ufp por celula. El sobrenadante de cada pase se 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



24 

recogio entre las 20 y las 48 hcras post-inf eccion (h.p.i.), 
cuando se observo un efecto citopatico claro, normalmente 
cuando dicho efecto alcanzaba a mas de la raitad cie la 
raonocapa celular, y la mitad del volumen de este sobrenadante 
se utilizd en la infeccion del pase siguiente. La vanacion 
del tituio viral con el numero ae pase se representa en la 
Figura 4. £1 tituio viral oscilo en un rango de dos unidades 
logaritmicas a lo largo de los pases seriados de cada virus. 
En el caso de la cepa THER-1, el tituio en los pases 30 a 46 
fue menor que el de los treinta primeros pases. 

Los virus que habian sido pasados 35 veces en celuias ST 
se utilizaron para analizar los ARNs intracelulares 
producidos en la infeccion. Los ARNs, marcados 
metabolicamente con 32 Pi entre las horas 6 y 9 postinf eccion, 
se analizaron en un gel de agarosa desnaturalizante [Maniatis 
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, (1962)]. En la infeccion por el virus 
THER-l-p35 [virus de la cepa THER-1 pasados 35 veces a alta 
m.d.i.] se apreciaron tres bandas mtensas que no 
corresponaian a ningun ARNm viral, situadas entre las bandas 
correspcr.dientes al ARN genomic? y al mensajero del gen S 
(Figura 3'. Para analizar la naturaleza de estos nuevos ARNs 
subgenomicos se continuaron los cases seriados sin diluir con 
la cepa THER-1. Al cabo de 46 pases, se analizo la evolucion 
del patron de ARNs a lo largo ie los pases seriados. Para 
ello, se infeccaron celuias ST con virus procedentes de 
varios pases y los ARNs producidos, marcados metabolicamente, 
se analizaron en un gel de agarosa desnaturalizante (Figura 
5) . Mientras que en los primeros pases solamente se 
detectarcn los ARNs genomico y mensajeroS subgenomicos 
virales, en el pase 30 se detectaron tres nuevos ARNs de 22, 
10,6 y 9,7 kb (ARNs A, B y C, que en la Figura 5 aparecen 
como DI-A, DI-B y DI-C, respectivamente) . Estos ARNs 
subgenomicos se mantuvieron de forma estable a lo largo de 
los 15 pases siguientes, interf iriendo notablemente con la 
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replicacion del ARN genomico y la sintesis de los ARNm del 
virus complementador (Figura 5, canales 30 a 45) . Estos 
resultados indican que los tres ARNs generados o amplif icados 
en los pases seriados sin diluir son estables y que al menos 
5 uno de ellos es interf erente. 

1.2 Caracterizacion de lor ARNs subgendmicos 
1-2.1 AnaiiSiS de ICS RXtremos V las rpyinnp s intgrnas 
Para determinar si los ARNs subgenomicos A, B y C tenian 
la estructura estandar de los ARNs defect ivos de coronavirus, 
en particular, si conservaban los extremos 5' y 3' del genoma 
silvestre y su pequeno tamano era debido a deleciones 
internas, se hicieron varios ensayos de hibridacion con 
sondas especificas para el virus. Para ello, el ARN de las 
celulas infectadas con el virus THER-l-STp35 [virus de la 
cepa THER-1 pasados 35 veces en celulas ST] se extrajo y se 
analizo =u hibridacion con sondas especificas virales en un 
ensayo tipo Northern [Maniatis en al., citado supra] usando 
oligonucleotides compiementarios al lider y a la secuencia 
del extreme 3' viral. In cada caso se llevo como control el 
ARN de ceiulas infectadas con virus THER-l-pl [virus de la 
cepa THER-1 pasados 1 vez en celulas ST] y de celulas ST sin 
infectar (NI) (canales 1 y 2 de cada riltro, 
respect ivamente) . Los oligonucleotides utilizados como sonda 
son compiementarios al ARN lider (posiciones 66-91 del 
extremo 5' del genoma parental); a la region no traducida del 
extremo j 1 (nucleotides 28524-28543 del extremo 5' del genoma 
parental! y a los genes estructurales M y N (posiciones 97- 
116 y 5-24 a partir del AUG iniciador de cada gen, 
respect ivamente) . Las barras de la derecha indican las 
posiciones de los ARNm virales y los ARNs subgenomicos A, B 
y C 

Como puede apreciarse en la Figura 6, los dos 
oligonucleotides hibridaron con todos los ARNm del virus 
parental, y tambien detectaron los ARNs A, B y C, lo que 
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indica que estos ARNs han sufrido deleciones internas y han 
mantenido los extremos. Como una primera aproximacion al 
estudio de que secuencias gendmicas estaban presentes en 
estos ARNs, el ARN de celulas infectadas se hibrido con 
5 oligonucleotides complementarios a los genes de las proteinas 
estructurales virales S, M y N. Ninguno de ellos hibrido con 
los ARNs defectivos, sugiriendo que los genes de las 
proteinas estructurales estaban deiecionados . Por tantc, los 
ARNs subgenomicos A, B y C, son genomas defectivos, mantienen 
10 los extremos del virus parental y tienen deleciones internas. 

1.2.2. Prooaqacion de los ARNs A, B v C 
Para comprobar que los ARNs A, B y C son genomas 
defectivos, dependientes del virus parental para su 

15 propagacicn en cultivo, se infectaron celulas ST con el virus 
THER-l-STp41 [virus de la cepa 7HER- 1 pasados 41 veces en 
celulas ST] a ilstintas m.d.i.: 10, 0,1, 0,01 y 0,001 
ufp/celula. El virus resultante de este pase, recogido a las 
10 h.p.i., se titulo y se amplified en un segundo pase en 

20 celulas ST, que a su vez se utilize para infectar nuevas 
celulas y extraer el ARN citcplasmico [Maniatis et al., 
citado supra] . El ARN se analizc en un ensayo tipo Northern 
con un oligonucleotide complementario al ARN lider. En la 
Figura " se muestran los resultados obtenidos. Las m.d.i. se 

25 indican sobre cada canal U0" 3 ,10" 2 , 10" 1 y 10 ufp/celula). Como 
control negative se ^ncluyo el ARN procedente de una 
infeccicr. de celulas ST con el virus THER-l-pl, que no 
contiene ARN subgenomicos, a una m.d.i. de 10 ufp/celula 
(primer canal). En el canal correspondiente a la infeccion 

30 del virus THER-l-STp41 a una m.d.i. de 10 ufp/celula, control 
positivo, se senalan los ARNs genomico (ARNm 1), los ARN 
defectivos A, B y C ( representados como DI-A, DI-B, DI-C] y 
el correspondiente al gen S (ARNm 2) . 

Se puede observar que cuando la m.d.i. del primer pase 

35 (el "cuello de botella" en este experimento, ya que los pases 
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siguientes son de am'plif icacion) es de 0,1 ufp/celula c 
menor, los ARNs A, B y C se pierden, en condiciones en que el 
ARN genomico y los ARNm del virus se detectan en las 
proporciones esperadas (Figura 7). Los tres ARNs defectivos 

5 se mantienen cuando la m.d.i. es de 1C ufp/celula. Dado que 
los ARNs A, B y c se encuentran en mayor proporcion que el 
ARN genomico en el virus THER-l-p41 utilizado en la 
infeccion, estcs resultados indican que la replicacion o 
propagacion de estos ARNs requiere que las celulas sean 

3 infectadas por virus defectivo y -.ambien por el virus 
complementador. los ARNs A, B y C requieren, por tanto, 
funciones del virus complementador que nan de ser aportadas 
en trans. Por consiguiente, los ARNs A, B y C son genomas 
defectivos, que dependen de un virus complementador para su 

» propagacion. 



1 - 2 " 3 gener^ciOr, mv\ j fi carton. n mnA« , cift n a in^rr>r P nri a 

ia v i tr- ae ip* pt en otra -, np a rp)nl , r 

Debido a que la generacion, amplif icacion, propagacion 
e interferencia in vitro de los ARN ri es especifica de la 
linea ceiular se ha estudiado ei efecro que podria tener un 
cambio de linea ceiular en los ARNs defectivos. Para ello, el 
virus THER-l-sTp-16 (el virus THER-1 pasado 46 veces a alta 
m.d.i. en celuias ST) se sometic a una nueva serie de pases 
sin diluir, en celulas epiteliaies de intestine de cerdc 
(IPEC) y macrcfagos porcinos ;PM). Sn la Figura 3 se 
represenca la variacion del tituio con ei numero de pase a lc 
largo de 10 pases en IPEC (Figura 8A) y 5 pases en PM (Figura 
8B) . El rendimienco viral en ambas lineas celulares fue menor 
que el obtenido en celulas ST, y se estima que la m.d.i. de 
cada pase vario entre 20 y 0,2 ufp/celula. 

El ARN producido en celulas ST infectadas con THER-1- 
ST P 4 6-IPECpl [virus THER-l-STp46 pasado 1 vez en celulas 
IPEC] y THER-l-STp46-IPEC P 10 [virus THER-l-STp46 pasado 10 
veces en celulas IPEC] se marco con »P k y se analizo en un gel 
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de agarosa desnaturalizante (Figura 8C) . 

El ARN de celulas ST infectadas con virus THER-l-STp46- 
PMpl [virus THER-l-STp46 pasado 1 vez en celulas PM] y THER- 
l-STp46-PMp5 [virus THER-l-STp4 6 pasado 5 veces en celulas 
5 PM] se analizo en un ensayo tipo Northern con un 
oligonucleotide complementario al ARN lider (Figura 8C) . 

Los resultados se muestran en la Figura 8C, donde puede 
apreciarse que los tres ARNs defectivos se mantuvieron en el 
primer pase en ambas lineas celulares, pero solamente el ARN 

10 A persistio a lo largo de, al menos, cinco pases en PM, y de 
diez pases en IPEC. En ambos casos se senalan las posiciones 
de los ARNs correspondientes al genoma silvestre (1), ARNs A, 
B y C (DI-A, DI-B y DI-C respectivamente) y ARNm 2 (proteina 
S) . En el canal correspondiente al ARN del virus THER-1- 

15 STp46-PMp5 se indica la posicion del ARN genomico, que solo 
se observo cuando el tiempo de exposicidn de la 
autorradiografia rue diez veces mayor que el de la que se 
rauestra en la Figura SC. 

20 1.3 Encapsidacion de los genomas defectivos 

Para estudiar si los ARNs defectivos tienen la capacidad 
de encapsidarse, se hizo una purificacion parcial en paralelc 
de los virus 7HER-l-STpl [virus THER-1 pasado 1 vez en 
celulas ST] y THER-l-3Tp41 [virus THER-1 pasado 41 veces en 

25 celulas ST] raediante centrifugacion a traves de un coichon de 
sacarosa del 15: peso/volumen . Se extra jo el ARN de los 
viriones purificaoos, y se analizo en un gel de agarosa por 
tincion con brcmuro de etidio (Figura 9A) . En los viriones 
del pase 41 se detectaron los ARNs A, B y C con la misma 

30 intensidad que ei ARN genomico, lo que indica que los tres 
ARNs defectivos se encapsidan ef icientemente. 

Para determinar si los genomas defectivos co-encapsidan 
con el genoma ccmpleto o si por el contrario se encapsidan 
independientemente, se purified virus THER-l-STp41 por 

35 centrifugacion a traves de colchones de sacarosa de distintas 
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densidades, o a traves de gradientes continuos de sacarosa. 
EI ARN de los viriones purificadcs en cada caso se analizo en 
un ensayo de tipo Northern con un oligonucleotide 
complementario al ARN lider (Figura 9B) . Cuando la 
centrifugacion se hizo a traves de un colchon de sacarosa del 
31-5 (p/v) (d=l,19 g/ml), solo se detecto genoma silvestre en 
los viriones sedimentados . Sin embargo, cuandc se empleo un 
colchon de sacarosa de menor densidad, 15% (p/v) id=l,ll 
g/ml), se detectaron los tres ARNs defectivos ademas del 
genoma ccmpleto. En un gradient e continuo de sacarosa (15- 
42^, p/v) se logro el enriquecimiento de viriones defectivos 
en las fracciones supericres del gradiente (densidad cercana 
a 1,15 g/ml), y de los viriones estandar en las fracciones 
inferiores (densidad cercana a 1,20 g/ml) como se observa en 
~a Figura 9B, canales dye. La banda superior en cada canal 
corresponde a los genomas silvestre y genoma defective A (DI- 
A) , y la banda inferior a los genomas defectivos B y 2 (DI-B 
y DI-C) . Estos resultados indican que los ARNs A, B y C se 
encapsidan ef icientemente, y que los genomas DI-B y DI-C 
(10,6 y 9,7 kb) lo hacen independientemente del genoma 
silvestre, en viriones defectivos que son mas ligeros que los 
viriones estandar. 

1.4 Clonaje y secuenciacion de los ARN defectivos B y c. 

Determinacion de su estructura primaria. 

Sir . tesis de ADN r^mplemenrario v ampl if icacirr. rio |^ 
ARNs B y r. 

El "amano de los ARNs defectivos B y C se habia estimado 
por su movilidad en los geles de electrof oresis, siendo de 
10,6 y 9,7 kb respectivamente . Debido a su gran tamano los 
ARNs defectivos no pudieron ser amplificados en una sola 
reaccion de transcriptasa inversa y reaccion en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR) utilizando iniciadores complementarios a 
los extremos del genoma. Para superar esta limitacion, los 
genomas defectivos se amplif icaron en cuatro reacciones 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



30 



10 



indepenciientes/ utilizando parejas de iniciadores que diesen 
lugar a cuatro fragmentos soiapantes que cubriesen la 
longitud total del genoma en cada caso. Estos fragmentos 
soiapantes se designaron a, b, c y d, ordenados desde ei 
extremo 5 ! al extremo 3 f (Figura 10). Se utilize como molde 
el ARN del virus THER-l-STp41, extraido de viriones 
purificados, que contiene los tres ARNs defectivos A, 3 y C 
ademas del genoma parental. Como control se llevo a cabo en 
paralelc la amplif icacion del JIN genomico del virus 
silvestre THER-1 . 

La secuencia y posicion de los oligonucleotides 
utilizados como iniciadores en la reaccion de RT-PCR se 
indica en la Tabla 2. 



15 



Tabla 2 

Caractansticaa de los oligonucleotides 
utilizados como cebadores en las reacciones RT-PCR 



20 



25 



30 







ORF 


Posicion en 


Sitio de 


?EC. ID, V 




Coronavirus 


el A.RN pi-g b 




1 




Lider 


VGPT 


15-41 








ORFla 


FIPV 


1374-1887 




y 


T 


ORFia 


VGPT 


1524-1550 




4' 




ORFlb 


VGPT 


4365-4389 


:Cbal 


5* 


+ 


ORFlb 


HCV22 9E 


4097-4114 


EccRl 


6* 




ORFlb 


VGPT 


7633-7652 


ZcoRl 




+ 


ORFlb 


VGPT 


7633-7650 




3* 




2 ' UTR 


VGPT 


9691-9707 


Spel 


q 




ORFlb 


VGPT 


S251-8270 




*: Se ha 


mcluido un 


SltlO 


de restr: 


.ccion en 5' para 


faciiitar su 


posterior 


:lona]e. 











b : La posicion del oligonucleotide er. la correspondiente ORF es en 
relacion con la secuencia mostrada en -3 Figura 12. 
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La amplificacion por RT-PCR con ios iniciadores 1 y 2, 
del ARN del virus THER-l-STp41 y del ARN del virus parental 
THER dio lugar a un producto de PCR mayoritario de 1,9 kb 
(Figura 11, fragmento a) . Las bandas minoritarias observadas 
en esta reaccion son debidas a hibridaciones inespecif icas, 
ya que aparecen en los dos canales. Esta misma reaccion de 
RT-PCR se hizo a partir de un fragmento de agarosa que 
contenia los ARNs DI-B y DI-C juntos procedentes de una 
purificacion por gel, obteniendose el ntismo resultado. Esto 
indica que el fragmento a es comun a todos los ARNs DI, y 
corresponde a la region de 1,9 kb del extremo 5' del genoma 
silvestre del VGFT . 

La amplificacion con los oligonucleotides 3 y 4 dio 
lugar a un producto de PCR unico de 2,3 kb a partir del ARN 
iel virus THER-l-STp41 (Figura 11, fragmento b) . No se obtuvo 
ningun producto de PCR a partir del ARN del virus THER-1 
control, ya que ei tamano del producto esperado era de 12 kb. 
De estos datos se deduce que ai menos un genoma defectivo 
tiene un fragmento b de 2,8 kb, y los otros tienen este mismo 
fragmento o uno mayor que no es detectable en las reacciones 
de PCR por su gran tamano. 

Los oligonucleotides 5 y 6, separados 4,6 kb en ei 
genoma parental, dieron lugar a dos croductos diferentes de 
3,5 y 4,6 kb a partir del ARN del virus THER-l-STp41 (Figura 
11, fragmento c) . El producto de 4,6 kb se obtuvo tambi en a 
partir del ARN del virus silvestre Uevado como control. 
Estos resultadcs sugieren que el fragmento c en al menos un 
genoma defectivo iprobablemente en ei genoma defectivo mas 
abundante, DI-C) contiene una delecion, dando lugar por PCR 
a un fragmento de 3,5 kb. El fragmento de 4,6 kb se deriva 
del genoma parental presente en la poblacion de ARNs del 
virus THER-1-ST P 41, y de aquellos genomas defectives que 
hayan conservado esta region del genoma. 

La amplificacion por RT-PCR con los iniciadores 7 y 8 
del ARN gendmico del virus parental no genero ninguna banda 
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(Figura 11, fragmento d) , ya que la separacion entre estos 
oligonucleotidos es de 9,5 kb en el genoma completo {Figura 
10) . En contraste, se observaron dos bandas muy intensas de 
1,9 y de 2,1 kb cuando se utilizo como molde el ARN del virus 
5 THER-l-STp41 . Estas bandas se observan como una banda ancha 
continua, correspondiente al fragmento d {Figura 11), 
probablemente porque co-migran con un con junto de bandas 
minor itarias en el entorno de la banda de 1,9 kb, que 
dificultan la resolucion en los geles. Se ha observado 
10 heterogeneidad de taraanos en el fragmento d de clonaje (vease 
mas adelante) . 

1.4.2 ^i^rion Hp Ins nrorinrtns de flmpl i f icaci OFl f A . b, C 

Y eU » lea Hisnm-os arns dpfec^ivos. 

15 con objeto de asignar los fragraentos d de tamano 

variable entre 1,9 y 2,1 kb a los distintos genomas 
defectivos, el ARN del virus THER-l-STp41, que se habia 
utilizado como molde, se fracciono en un gel de agarosa hasta 
que se logro una separacion clara de las bandas 

20 correspondientes a los ARNs del genoma silvestre, DI-A, DI-B 
y DI-C. Las bandas correspondientes a cada uno de estos 
cuatro ARNs se cortarcn mdependienteroente y se usaron como 
molde en la reaccicn de amplif icacion de RT-PCR con los 
oligonucleotidos S y 9. A partir del ARN genomico purificado 

25 de banda no se cbtuvo ningun productc de PCR. A partir del 
ARN DI-B se obtuvo un producto de ?CR predommante de 1,9 kb, 
aunque se obtuvieron tambien DNAs menos abundantes, de tamano 
variable proximo a 1,9 kb, que indican una cierta 
heterogeneidad en esta zona. La amplif icacion del ARN DI-C 
30 dio lugar a un producto de PCR mayoritario de 2,1 kb. Estos 
resultados permitieron asignar el fragmento de 1.9 kb al ARN 
defectivo B, y el fragmento de 2,1 kb al ARN DI-C. 

Una vez asignados los fragmentos d, los fragmentos c de 
3,5 y 4,6 kb obtenidos con los iniciadores 5 y 6 se asignaron 
35 a los ARNs defectivos C y B, respectivamente, ya que la suma 
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de los fragmentos a a d resultantes de esta asignacion 
coincidia en cada caso con los tamaflos de los ARNs B y C 
estimados por movilidad. 

Una vez determinada la secuencia completa de los genomas 
B y C, se comprobo la asignacion de fragmentos meciiante la 
amplificacion de cada ARN purificado de banda, utilizando 
oligonucleotides que flanqueaban deleciones especificas. La 
asignacion de fragmentos se confirmo tambien mediante ensayos 
tipo Northern usando oligonucleotides que mapeaban en las 
regiones de la DI-B que no estaban presentes en la DI-C, y 
viceversa. 



1 - 4 ' 3 C - tonflje , V 'Secuenciarion dP Ins frarnnpnl-n* snlan a nt- ff , fl| 
b, C Y SL 

Los cuatro fragmentos de ADN solapantes a (1,9 kb) , b 
(2,8 kb), c (3,5 kb) y d (2,1 kb) complementarios al ARN C se 
clonaron en Bluescript SK". Se secuenciaron al menos dos. 
clones procedentes de reacciones de RT-PCR independientes . La 
secuencia de aquellas posiciones que no coincidian en los 
distintos clones iposiblemente errores de la polimerasa Taq) 
se secuenciaron directamente de los productos de PCR 
correspondientes no clonados. De esta forma se determino la 
secuencia consenso del ARN DI-C. Se obtuvo una media de 1 
error de la polimerasa Taq cada 1,2 kb copiadas. La secuencia 
completa del genoma DI-C se indica en la Figura 12. 

La secuencia completa del ARN DI-C que se obtuvo de esta 
forma se compare con la secuencia de las ORFs la y lb del 
virus PUR4 6-PAR, [Eleouet et al.. Virology 206, 317-822 
(1995)], y con la secuencia determinada en nuestro 
laboratorio de las otras ORFs del virus THER-1. En la 
secuencia del ARN DI-C completo se encontraron 14 diferencias 
de nucleotido respecto a la secuencia de la cepa PUR46-PAR. 
Estas posiciones fueron secuenciadas en la cepa THER-i, el 
virus parental de los genomas defectivos, para definir los 
cambios puntuales del ARN genomico defectivo DI-C. La 
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secuencia del ARN DI-C solo presento tres diferencias de 
nucleotido respecto a la secuencia correspondiente del virus 
parental, y una insercion en la posicion 9189, que no afecta 
a ninguna fase abierta de lectura (Figura 12). 

1-4.4 Estructura Primaria de los aenomas DT~r Y ^T-P , 

Los datos de secuencia indicaron que el genoma DI-C 
estaba formado por cuatro regiones discontinuas del genoma 
parental (Figura 13) que comprenden: a) los 2144 nucleotidos 
del extremo 5' del genoma; b) 4540 nucleotidos que 
corresponden a la region entre las posiciones 12195-16734 del 
genoma parental, que incluye la zona solapante entre las 
fases abiertas de lectura la y lb, y aproximadamente ia mitad 
5' de la fase abierta de lectura lb; c) una region de 2531 
nucleotidos que corresponde a las posiciones 17843-20372 del 
genoma silvestre, y que comprende la mitad 3' de la ORFlb y 
los 3 primeros nucleotidos del gen S, y d) los 493 
nucleotidos del extremo 3' viral. 

La estructura primaria del genoma DI-B se determino por 
secuenciacion de ios iragmentos de clonaje a yd (comunes 
a los dei genoma DI-C: , cr (iguai al del genoma parental) y 
d (especifico del genoma DI-B) . II genoma DI-B esta formado 
por tres regiones discontinuas del genoma (Figura 14): a) los 
2144 nucleotidos del extremo 5' del genoma, comun a todos los 
clones de DI-B, e idennica a la region I del ARN DI-C; b) una 
region variable en zamafto, de 8178-8243 nucleotidos que 
corresponden a las posiciones 12195-20369 a 20436 del genoma 
parental, y que incluye la zona de solapamiento entre las dos 
fases abiertas de lectura del gen 1, la ORFlb completa, y los 
primeros nucleotidos del gen S y c) los 278 a 303 nucleotidos 
de la region 3 f del genoma. 

Los clones que constituyen la poblacion designada como 
genomas DI-B difieren en el tamano de la delecion que tuvo 
lugar entre las regiones II y III, que comienza al principio 
del gen S (entre los nucleotidos 6 y 73) y acaba al final del 
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gen 7 (entre los nucleotides 195 y 233) . 

La secuencia del extremo 5' del ARN THER-1 parental se 
determino por secuenciacion directa del ARN, y es 5 ! - 
NCUUUUAAAG-3 1 . La naturaleza del primer nucleotido "N ,r de la 
secuencia no se ha determinado. Hasta ahora se ha descrito la 
secuencia del extremo 5' de tres aislados del virus VGPT: 
PUR46-PAR, PUR46-BRI y FS772/70, [Eleouet et al., citado 
supra; Page et al., Virus Genes 4, 289-301 (1990); Sethna et 
al., J. Virol. 65, 320-325 (1991)] y rodas difieren en el 
primer nucleotido. La secuencia del lider de los ARNs 
defectivos debe ser la misma que la del lider del virus 
parental, dado el intercambio de lideres que se produce en 
una infeccion por coronavirus [Makino et al., J. Virol. 57, 
729-737 (1986)]. 

Los tres ARNs defectivos contienen poliA, dado que se 
unen a coiumnas ne oligo dT (resultados no mostrados) . 

1.4.5 LQS ARNs B • C conservan la region solaoante enr.rp la.q 

— Lfi — % — U2 — inclUVQ ?A motivo r esponsable de la 

traslocacion (-r del ribosomA. 

De acuerdo cm las secuencias asignadas a los genomas 
DI-C y DI-3, cabe predecir rases abiertas de leccura de 6370 
y 10003 nucleotidos respect ivamente, que comienzan en el 
nucleotido 315, contado desde el extremo 5' del genoma . La 
rase abierta de lectura del ARN DI-C termina en el codon de 
terminacicn generado en el sitic de union de las regiones 
discontinuas II y III, cionde tuvo lugar la delecion interna 
en la fase abierta de lectura lb, en ia posicion 6685 del 
genoma DI-C. La fase abierta de lectura del genoma DI-B 
termina en el coddn de terminacicn natural de la ORFlb. 

Los dos ARNs defectivos han mantenido la zona solapante 
entre las ORFs la y lb, que incluye la secuencia de 
deslizamiento y el motivo de estructura terciaria "lazo 
falso" (pseudoknoi) , responsables de la traslocacion (-1) del 
ribosoma en esta zona [Eleouet y col., citado supra]. En la 
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Figura 15 se representan las posibles estructuras secundarias 
y terciarias del ARN en esta zona. La estructura propuesta 
para el pseudoknct en esta zona por Eleouet y col., es la que 
se indica en C y D, sin embargo hay otras estructuras 
5 posibles (como la indicada en A y B) y se desconoce cual es 
la correcta. 

Se ha descrito que la traslocacion ocurre con una 
eficiencia del 20> en el VGPT [Eleouet y col., citado supra] 
y permite la traduccicn continua del gen 1. El hecho de que 

10 los ARNs DI-B y DI-C ;y probablemente el ARN DI-A) hayan 
mantenido esta region del genoma parental, sugiere que esta 
pueda ser necesaria para la replicacion del ARN o para la 
propagacion de los genomas . 

Hay otras dos fases abiertas de lectura pequenas en los 

15 genomas defectives DI-C y DI-B. Una de ellas, previa a la 
fase de lectura iarga, codifica un peptido de tres 
aminoacidos que se encuentra tambien en el genoma silvestre 
y de la que se desconoce su funcion. La otra fase abierta de 
lectura ccmienza en les dos casos en el AUG del gen S, y 

20 codifica un peptido ie 16 aminoacidos en la DI-C, y un 
peptido de tamano variable en la DI-B. No se sabe si estas 
ORFs son funcionaies. Las dos unicas secuencias censenso 
promotoras de transcripcion (CUAAAC) del virus que se han 
mantenido son precisamente las que preceden al gen 1 y al gen 

25 S, en los ARNs defectives B y C. Estas secuencias se senalan 
en la Figura 12. 

E la Figura 16 muestra el mapeo de los ARNs A, B y 
C por hibridacicn con oligonucleotides especificos para el 
virus en ensayos tipo Northern. El ARN del virus THER-l-STp41 

30 se fracciono en geles de agarosa hasta conseguir una 
separacion clara de los ARNs del genoma parental y DI A, By 
C« El ARN se transfiric a filtros de nailon que se hibridaron 
con varios oligonucleotides marcados con 32 P X , que hibridaron 
con el genoma parental ( + ), e hibridaron ( + ) o no (-) con los 

35 genomas defectives. La localizacion aproximada de las 
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secuencias compiementarias a los oligonucle6tidos en el 
genoma parental se indica con flechas. Su secuencia y 
posicicr. exactas se indican en la Tabla 3, Todos los 
oligonucleotides hibridaron con el genoma parental v dieron 
los resulrados esperados con los ARNs B y C. 



Tabla 3 

10 



15 



20 



25 









Gen 


Posicion en 


on 


SEC. ID. M° 




en VGPT 


el oenoma* 
66-91 


i 


10 




Lider 


2 


11 




ORFla 


2151-2170 


3 


12 




ORFla 


€121-6140 


4 


12 




ORFla 


8684-8703 




14 




ORFla 


12261-12280 


6 


15 




ORFlb 


14148-14167 




16 




ORFlb 


17363-17331 


8 


17 




ORFlb 


18792-18S11 




13 




gen S 


1055-10~4 


10 


19 




gen S 


1980-19?? 


11 


20 




gen S 


3600-361? 


i: 


21 




gen M 


?7-lic 


13 


■-y ~> 




gen N 


5-24 


14 


23 




UTR-3' 





30 



*: La pos;::on en ei genoma se indica como el numero de bases desde el 
extreme r' del genoma viral silvestre para los oligonucleot-dos (ON) 
complemen-arios al cen 1 (ORFla y ORFlb) y ia region no traducida del 
extremo 3' <3'-UTR); y desde el primer nucleotide del ATG iniciador del 
gen correspondiente, ai nucleotido 5' del ON en el caso de los que mapean 
en los genes S, M y N . 
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EJEMPLO 2 



GENERACION DE VECTORES DE EXPRESION 



10 



15 



20 



25 



30 



Se ha clonado el ADNc que codifica el ARN DI-C en un 
plasmido Bluescript II, bajo el control del promotor del fago 
T7. Este ADNc incluye secuencias poliA, una ribozima del 
virus de la hepatitis delta (HDV) y las seftales de 
terminacion del fago T7. Uno de estos plasmidos, cuya 
construccion se muestra en la Figura 11 ha sido denommado 
pDIC-1. Estos plasmidos se pueden manipular para clonar en 
ellos los genes heterologos bajo el control del promotor del 
gen S que esta presente en el genoma defective u otro 
promotor del VGPT, o una variance de estos con eficiencia 
aumentada* 

El cionaje de los genes heterologos se hizo despues de 
la ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del gen S, y en 
fase de lecrura con este gen. 

A oartir de estos ADNc se expresaron ARNs utilizando la 
polimerasa del fago T7, con los aue se transf ormaron celulas 
ST prevismente infectadas con el virus colaborador atenuado 
THER-1, ::n lo que se rescatar^n viriones conteniendo el 
genoma dei vir\:s ccmplemencaccr y otros con el genoma 
defective correspondiente . Eszzs virus, liofilizados en 
presencia de 2', de suero fetal ce lernera se utilizaron como 
vacuna para la induccion de anricuerpos especificos frente 
agentes que infectan el zractc gastrointestinal o 
respiraterio de cerdos, perros y gatos. 

El -ropismo de los vectores se hizo especifico para las 
especies porcina, canina o feiina utilizando los virus 
complemenTiadores atenuados adecuados. 

EJEMPLO 3 

Induccion de anticuerpos neutralizantes 

3.1 Tnrincci6n r\f> nrote rcion frer^P al CQfOTlflVlruS PEDV 

Se inmunizaron cerdos utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complemencador (THER-1) y el plasmidc 
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pDIC-1 en el que se habia clcnado el gen de la glicoproteina 
S del coronavirus PEDV. 

Las inmunizaciones se hicieron por administracion de 10* 
ufp por iechon por via oral. 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero de los animales vacunados a los 15, 30, 45 y 60 dias 
despues de la inmunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos para el virus PEDV utilizando un 
radioinmunoensayo (RIA) [Maniatis et al., citado supra). 

Con los sueros re.jgidos a los 45 dias despues de la 
inmunizacion se croporciono proteccion completa frente a la 
infeccion por el virus PEDV (estirpe SEG86-1) de lechones de 
10 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el virus 
virulentc antes de la administracion oral. 

3 - 2 IndUw~ i on de srotftCCion frenre al coronavirus caninn 

Se irjnunizarcn perros utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complement a dor {coronavirus canino 
estirpe fort Dodge) y el plasmido pDIC-1 en el que se habia 
clonado ei gen de la glicoproteina S dei coronavirus canino 
(estirpe Fort Dcdge) . 

Las inmunizaciones se hicieron por administracion de 10 9 
ufp por perro per via oral. 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero ae los ar.imales vacunados a los 15, 30, 4 5 y 60 dias 
despues de la inmunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos frente al coronavirus canino 
utilizando RIA. 

Con los sueros recogidos a los 45 dias despues de la 
inmunizacion se croporciono proteccion completa frente a la 
infeccion por el coronavirus canino (estirpe Fort Dodge) de 
perros de 10 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el 
virus virulento antes de la administracion oral. 



35 



3.3 IndUCCion de proteccion frente a infecciones rausarias V q T 
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ai arterivirus PRRSV 

Se inmunizaron cerdos utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complementador (THER-l) y el plasmido 
pDIC-1 en el que se habia clonado la ORF3 y la ORF5 del 
5 arterivirus PRRSV (estirpe Fort Dodge) . 

Las inmunizaciones se hicieron por administraci6n de 10 9 
ufp por lechon por via oral. 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero de los animales vacunados a los 15, 30, 45 y 60 dias 
10 despues de la irurtunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos frente a PRRSV utilizando RIA. 

Con los sueros recogidos a los 4 5 dias despues de la 
inmunizacion se proporciono proteccion completa frente a la 
mfeccion por el PRRSV .estirpe Fort Dodge) de lechones de 10 
15 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el virus 
virulento antes de la administracion oral. 

EJEMPLO 4 
GENE RAC ION DE VECTORES DE EXPRESION 

20 Siguiendo un prccedimiento similar al descrito en el 

Ejemplo 2 se ha ci^nado un ADNc que codifica un ARN 
autoreplicativo en un p.asmido Bluescript II, bajo el control 
del promotor del fago 7". Este ADNc inciuye secuencias poliA, 
una ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) y las 

25 senales de terminacior. del fago T7. Uno de estos plasmidos, 
cuya construccion se muestra en la Figura 18 ha sido 
denominado pDIA-6A.C2. Este plasmido contiene ei gen que 
codifica el anticuerpc monoclonal 6A.C3 que neutraliza el 
VGPT. Las caracceristicas del anticuerpo monoclonal 6A.C3 y 

30 su construccion se describen en la Tesis Doctoral del Dr. D. 
Joaquin Castilla Castrillon, titulada "Construccion de 
animales transgenices secretores de anticuerpos 
neutralizantes para ceronavirus", Universidad Autonoma de 
Madrid, Facultad de Ciencias, Diciembre 1996, paginas 43-52, 

35 65-79. 



10 
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El zionaje del gen heterologo se hizo despues de la 
ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del gen S, y en 
fase de lectura con este gen. 

A partir de este ADNc se expresaron ARNs utilizando la 
polimerasa del fago T7, con los que se transformaron celulas 
ST previamente infectadas con el virus colaborador auenuado 
THER-1, :on lo que se rescataron viriones conteniendo el 
genoma del virus complement ado r y otros con el genoma 
defective correspondiente . Estcs virus, liofilizados en 
presencia de 2? de suero fetal de ternera pueden utilizarse 
como vec-ores para la expresion del anticuerpo monoclonal 
recombinante 6A.C3. El tropisrao de los vectores se hizo 
especifico para la especie porcina utilizando el virus 
complemer.rador acenuado adecuado. 



15 



EJEMPLO 5 

Expresion de anticuerpos neutralizantes 

Se inmunizaron.cerdos utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complementador (THER-1) y el piasmido 
20 pDIA-6A.Z3 (Ejemplo 4) que ccntien* la secuencia que codifica 
el anticuerpo monoclonal recombinante 6A.C3 que neutraiiza el 
VGPT . 

Las inmunizaciones se hiciercn por administracicn de 10 9 
ufp por lechon per via oral. 
25 Se ^nalizo la presencia de anticuerpos 6A.C3 

neutralizantes en el suero ce ics animales vacunades a los 
15, 30, ^5 y 60 dias despues ae la inmunizacion utilizando un 
RIA [Maniatis et al., cirado supra). Los anticuerpos 
recombinantes tenian unos ritulos RIA superiores a 10 3 y 
pueden reducir el tituio del virus infeccioso en mas de 10 4 
veces. 



30 
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DEPOSITO DE MICROORGANISMOS 

El piasmido denominado pDIC-1, introducido en una 
bacteria DH-5 derivada de E. coll, [DH5/pDIC-l] , ha sido 
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depositado el 6 de Marzo de 1996, en la European Collection 
of Animal Cell Cultures (ECACC) , en Porton Down, Salisbury, 
Whiltshire SP4 OJG {Reino Unido) , correspondiendole el numero 
de acceso P96030641. 

Adicionalmente, el virus complement ador atenuado 
denominado THER-1 ha sido depositado en la ECACC el 5 de 
Marzo de 1996, correspondiendole el numero de acceso 
V96030642. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

(1) INFORMACION GENERAL: 
(i) SOLICITANTE: 

(A) NOMBRE: CYANAMID IBERICA, S.A. 

(B) DIRECCION: CRISTOBAL BORDIU, 35 

(C) CIUDAD: MADRID 

(E) PAIS: ESPAflA 

(F) CODIGO POSTAL: 28003 

(G) TELEFONO: 34 i 663 91 21 

(H) TELEFAX: 34 1 663 94 01 
(ii) TITULO DE LA INVENCION: 

VECTORES B AS ADOS E?" GENOMAS VIRALES DEFECTIVOS 
RE COMB I NANTES Y SU EMPLEO EN LA FORMULACION DE VACUNAS 

(iii) MUMERO DE SECUENCIAS: 24 
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: 

(A) MEDIO: Diskete 

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible 

(C) SISTEMA CPERATIVO: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPO) 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° [SEC ID 
N° ] : 1 : 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 27 pares de bases 
;B) TIPO: acido nucleico 
!C) N° DE CADENAS: raonocacenaria 
(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 
(iii) KIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 1: 
GTGAGTGTAG CGTGGCTATA TCTCTTC 2 7 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 2: 
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 21 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 2: 
CCGTTGTGGT GTCACATTAA C 21 



(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 3: 
.) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
vA) LONGITUD: 32 pares de bases 
(B) TIPO: acido nucleico 
<C) N° DE CADENAS: monocatenaria 
(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 
(iii) HIPOTETICA: NC 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 3: 
GCCTCTAGAG GAGCTTTGTG GTTCACTTAC AC 32 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 4: 

(i> CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 32 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 4: 
GCTCTAGAGC GTTTGAATCA ACCCCCAAAA GC 32 
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(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 5: 
(i) 3 ARAC TE R I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) 10NGITUD: 26 pares de bases 

(B) 7IPO: acido nucleico 

(C) >"° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) 70P0L0GIA: lineal 
(ii) ::po DE MOLECULA: ADN 

(iii) KIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) IZSCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC- ID. N° : 5: 
GGAATTCCGG GACTATCCTA AGTGTG 26 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 6: 

(i) ZARACTER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 25 pares de bases 

fB) TIPO: acido. nucleico 

(C) >; J DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TCPOLOGIA: lineal 
(ii) 7IPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) .-_MTI-SENTIDO: NO 

(xi) IESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC. ID. M° : 6: 
GGAATTCCAG CAATACTATT ATCAA 25 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : ": 

(i) ZARACTERI S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) 10NGITUD: 20 pares de bases 

(B) 7IPO: acido nucleico 

(C) >;° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) -IPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 7: 
TTGATAATAG TATTGCTGGC 20 
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(2) INFCRMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 8: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) 10NGITUD: 23 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) 7 IPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) KIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) TESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 8: 
GGACTAGTAT CACTATCAAA AGG 23 

(2) INFCRMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 9: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) 10NGITUD: 20 pares de cases 

(B) riPO: acido nucleico 

(C! >:° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) TESCRIPCION DE LA SECUEXCIA: SEC. ID. N° : 9: 
GATGGATGTT GTGGTGTGAG 20 

(2) INFCRMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 10: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 26 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 10: 
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CGAGTTGGTG TCCGAAGACA AAATCT 26 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 11: 
(i) CARACTER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2 0 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(x*) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 11: 
ATACGAGCAT CAATATCACC 20 

(2) INFORMACION FARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 12: 
(i) CARACTER I ST ICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

■ (iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 12: 
AGAGTTGCCA CAGACTGCAG 2C 

(2) INFORMACION FARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 13: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTIDO: NO 





WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 13: 



(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 14: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 14: 
CCATTGTTAA GCCAACAACC 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 15: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(CS N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 15: 
ATCACACTTA GGATAGTCCC 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : lc: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 19 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 



CAGCAGATTC AAAGTTACCC 



20 
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(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 16: 



(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 17: 
(i) CARACTER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocater.aria 

(D) TOPOLOGIA: lineal . 
(iij TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 17: 
GCCAGCAATA CTATTATCAA 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 13: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocater.aria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUEXCIA: SEC. ID. N° : 18: 
CACTGTGGCA CCCTTACCTG 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 19: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 



GTCTAACAAT GTGCCAAGG 



19 
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(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 19: 
GTACACCCAC TATGTTGTCT 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 20: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) 70POLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 20: 
TTGCGAGTGA AAACAAATGT 20 

(2) INFORMACION FARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 21: 

(i) :ARACTERISTICA5 DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT 1-5 ENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION EE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 21: 
CTCACAATCA GACGCTGTAC 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 22: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO; NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 22: 
GACACGTTGT CCCTGGTTGG 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCI^ IDENTIFICADA N° : 23: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares cie bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. >J° : 23: 
ACATTTTAAA CAATCACTAG 20 

(2) INFORMACION PARA I" SECUENCIA IDENTIFICADA N TO : 24: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 9714 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucieico 

(C) N° DE CADENAS: bicatenaria 

(D) TOPOLOGIA: circular 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTIDO : NO 
(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (VGPT) 

(B) ESTIRPE: THER-1 

(C) AISLADO INDIVIDUAL: DI-C 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 24: 
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NCTTTTAAAG 


TAAAGTGAGT 


GTAGCGTGGC 


GTGCTAGATT 


TTGTCTTCGG 


ACACCAACTC 


AAT CAT AGAG 


GACAAGCGTT 


GATTATTTCC 


GGTTGAGCGA 


ACGGTGCAGT 


AGGGTTCCGT 


AGTGCGGTTC 


CGCCCGTACA 


ACGTTGGGTA 


CGGCCGCCAG 


GAGAATGAGT 


7CCAAACAAT 


TCAACGTGCC 


TAGTCTTCCT 


ATTCGTGACG 


ATGGATTTGA 


GGGCTATGTT 


7TCGTACCAG 


GTAAGGATCA 


CTACGTCATT 


3GTGTTCTTG 


TTCTTACCGA 


ACCCTCCGTC 


ATGTTGCAAG 


TTCTTGAGGA 


CTTTGACCTT 


AAAATTGCTC 


AATACATGTG 


TGGTGCTGAT 


3GAAAACCAG 


GTGATGAAGA 


CATCATTGAA 


7TTGAAGGAG 


GCGATGAGAA 


ACCGCTGAAT 


CAGCAAACTC 


TGGACATTCC 


TCATAAATTG 


CCAAACTGTG 


AGAACTCTAA 


AATAGTTCT3 


7CTGAAGATT 


CCTTTATGGG 


AAATGGTGAC 


7GTCTTAGCA 


CTACTCTTAG 


ATGCCCGTG7 


3GTTCTGAAA 


AGACTGCCTG 


7TGTGGTCT7 


TCTGGCAAAG 


CTGGTGATGC 


TGTTGTCAC7 


AGTATGAGCG 


GTGTTCTTCA 


ATATGCTGG7 


3ATGTTGAAG 


TTACAGTTGA 


TGAGACTGTA 


73CACCCCTG 


AAC C T GAG AG 


CAAATCACTA 


3TTGCATGCA 


TTGATGATGC 


TGTACATGA7 


TGTATCATTA 


TTGGTAATGT 


TGGTCTATTA 


TTCAAGAAGA 


TTTTTGTAGA 


CGCTTGGAAA 


3TAGTAGAGG 


AGCAAATTTA 


TGAAGTTGTA 


3CATCACTTT 


AGCCAACATT 


TGTGGTTCCA 


3ACAATCGTG 


TTCTTGTAAA 


AGCATTT GAT 


3TTTTTACGC 


AATGCTTTGT 


GCTTGGTGC7 


.-AATACCTGT 


GTGTTAAAAT 


CCTTGGCAAG 


.^AGCAAAAGG 


TGGTTGGTGC 


AACTGTTAA7 


37GACACCTA 


ACAAGGTTGA 


TGATGTTGTA 


C-CACCAGGAG 


CTTTCTACAA 


GAGTGGTGAA 


TATTATTTCA 


ACAATGTTTT 


TAAAGCAGTT 


AAAGTTCCAT 


ATACCAAAAG 


CAAAATGATT 


GCAAAACTTG 


CACAAGATCC 


AATTCGGTTC 


TGTATTGAAA 


TTAACAATGG 


TTGCATGTGC 


GATCGTACTT 


ATTTAAACGA 


GTGCGGGGTT 


CTAGTGCAGC 


AGACCATGTT 


AGTAGAGCT7 


TTGACATCTA 


CCTTAAGACG 


AATTGTTCAA 


GATTTAGGAA 


CAAACGTTGT 


ACAAAGACCG 


7TATGGACCA 


TTCTGGTGCT 


GTTGCTGAGC 


ATGACTTCTT 



52 



TATATCTCTT 


CTTTTACTTT 


AACTAGCCTT 


60 


GAACTAAACG 


AAATATTTGT 


GTTTCTATGA 


120 


ATTCAGTTTG 


GCAATCACTC 


CTTGGAACGG 


180 


CCCTATTTCG 


TAAGTCGCCT 


AGTAGTAGCG 


240 


GACCGGGTTC 


CGTCCTGTGA 


TCTCCCTCGC 


300 


TCAAGATCCT 


TGTTAATGAG 


GACTATCAAG 


360 


TGTTACAGGA 


AATTAAGTAC 


TGCTACCGTA 


420 


AATACTGTCG 


TGACCTAGTT 


GATTGCGATC 


480 


GTAACGGAGT 


AAGTGATCTT 


AAACCTGTTC 


540 


GCTTTATTGT 


TAGAGCTAAC 


TGCAATGGCG 


600 


GCACTGTCAG 


AGGTGCCATA 


TATGTTGATC 


660 


TCATTGAAGG 


CGATTTTAAG 


GACTACTTCG 


720 


AGGAGTACCA 


TTGCGCTTGG 


ACAACTGTGC 


780 


TCTTTACCAT 


TCAGGAAATC 


CAATACAATC 


840 


CTACTAGACA 


TGTAGCACCA 


CCAGTCAAAA 


900 


ACAAGAAGCT 


TTATGATATC 


TTCGGATCAC 


960 


AATGCTTTGA 


CACTCTTCAT 


TTTATCGCTG 


1020 


GTAGCGGCGT 


TGGAGATTGG 


ACTGGTTTTA 


1080 


TTAAGGGTGT 


CACTTTGGGT 


GATATTAAGC 


1140 


CAGGTAAGGG 


AGTTAAGTTC 


TTTGCCAATT 


1200 


GTGTCTCCAT 


CTGGAAAGTT 


ATTAAAACTT 


1260 


GTTTTGAAGG 


CGAATTGAAC 


GACTTCATCA 


1320 


GCGTTAAAAG 


AGCATTCATT 


ACTGGTGATA 


1380 


CAGGAAAATT 


GGATCTTAGT 


ACCAACCTTT 


1440 


CTC7ATGGTT 


TGTACAAAAG 


TGTGGTGCAC 


1500 


AG^.;7TGTGG 


TTCACTCACA 


CTTACATACA 


1560 


GCACTTCTGC 


TTTTACGATT 


GTAAACTACA 


1620 


TTAAAGATCT 


TGTAGACAAG 


TGTGTGAAAG 


1680 


AGATTATCAC 


AATAGCTGGT 


ATTGAGGCCA 


1740 


TGTTCAATAA 


TGCACTTGTC 


AAACTTGTCA 


1800 


GTCTTGAATG 


TGCATTCTTT 


GCTACTAGCT 


1860 


AAAGAACAGA 


GACTGCCACT 


ATCAGCTTGA 


1920 


AGGGTTATAT 


CGTCATTGTT 


GGTGATATGG 


1980 


TGATGTCTAG 


TCCTAATTTT 


GTTCTTACTA 


2040 


CTTATGACAT 


CGTTTATGAT 


GTTGATAATG 


2100 


GTTCATCATT 


TGAACAAATA 


CCAACTGGCA 


2160 


ATGAAGTTTG 


TGTTGTCTGT 


GGTTGTTGGC 


2220 


CTATGCAGAG 


TTTTACTGTT 


GATCAAAGTT 


2280 


TCGACTAGAA 


CCCTGCAATG 


GTACTGATCC 


2340 


CAACAAAGAT 


GTTGCGTGTA 


TT GGT AAATT 


2400 


TTTGGACAAA 


CATGATGCCT 


ACTACATTGT 


2460 


TGAGCAAGTC 


TGTTATAACG 


ATCTTAAAGA 


2520 


CACATATAAA 


GAGGGTAGAT 


GTGAGTTCGG 


2580 
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TAATGTTGCA CGTAGGAATC TTACAAAGTA CACAATGATG GATCTTTGTT ACGCTATCAG 264 0 
AAATTTTGAT GAAAAGAACT GTGAAGTTCT CAAAGAAATA CTCGTGACAG TAGGTGCTTG 2700 
CACTGAAGAA TTCTTTGAAA ATAAAGATTG GTTTGATCCA GTTGAAAATG AAGCCATACA 2760 
TGAAGTTTAT 3CAAAACTTG GACCCATTGT AGCCAATGCT ATGCTTAAAT GTGTTGCTTT 2820 
TTGCGATGCG ATAGTGGAAA AAGGCTATAT AGGTGTTATA ACACTTGACA ACCAAGATCT 2880 
TAATGGCAAT TTCTACGATT TCGGCGATTT CGTGAAGACT GCTCCGGGTT TTGGTTGCGC 2940 
TTGTGTTACA TCATATTATT CTTATATGAT GCCTTTAATG GGGATGACTT CATGCTTAGA 3000 
GTCTGAAAAC TTTGTGAAAA GTGACATCTA TGGTTCTGAT TATAAGCAGT ATGATTTACT 3060 
AGCTTATGAT TTTACCGAAC ATAAGGAGTA CCTTTTCCAA AAATACTTTA AGTACTGGGA 3120 
TCGCACATAT CACCCAAATT GTTCTGATTG TACTAGTGAC GAGTGTATTA TTCATTGTGC 3180 
TAATTTTAAC ACATTGTTTT CTATGACAAT ACCAATGACA GCTTTTGGAC CACTTGTCCG 324 0 
TAAAGTTCAT ATTGATGGTG TACCAGTAGT TGTTACTGCA GGTTACCATT TCAAACAACT 3300 
TGGTATAGTA TGGAATCTTG ATGTAAAATT AGACACAATG AAGTTGAGCA TGACTGATCT 3360 
TCTTAGATTT GTCACAGATC CAACACTTCT TGTAGCATCA AGCCCTGCAC TTTTAGACCA 3420 
GCGTACTGTC TGTTTCTCCA TTGCAGCTTT GAGTACTGGT ATTACATATC AGACAGTAAA 3480 
ACCAGGTCAC TTTAACAAGG ATTTCTACGA TTTCATAACA GAGCGTGGAT TCTTTGAAGA 3540 
GGGATCTGAG TTAACATTAA AACATTTTTT CTTTGCACAG GGTGGTGAAG CTGCTATGAC 3600 
AGACTTCAAT TATTATCGCT ACAATAGAGT CACAGTACTT GATATTTGCC AAGCTCAATT 3660 
TGTTTACAAA ATAGTTGGCA AGTATTTTGA ATGTTATGAC GGTGGGTGCA TTAATGCTCG 3720 
TGAAGTTGTT GTTACAAACT ATGACAAGAG TGCTGGCTAT CCTTTGAACA AATTTGGTAA 3780 
AGCTAGACTT TACTACGAAA CTCTTTCATA TGAAGAGCAG GATGCACTTT TTGCTTTAAC 3840 
AAAGAGAAAT 3TTTTACCCA CAATGACTCA AATGAATTTG AAATACGCTA TTTCTGGTAA 3900 
GGCAAGAGCT CGTACAGTAG GAGGAGTTTC ACTTCTTTCT ACCATGACTA CGAGACAATA 3960 
TCATCAGAAG CATTTGAAGT CAATTGCTGC AACACGCAAT GCTACTGTGG TCATTGGTTC 4020 
AACCAAGTTT TATGGTGGTT GGGACAATAT GCTTAAAAAT TTAATGCGTG ATGTTGATAA 4080 
TGGTTGTTTG AT GGGATGGG ACTATCCTAA GTGTGACCGT GCTTTACCTA ATATGATTAG 4140 
AATGGCTTCT GCCATGATAT TAGGTTCTAA GCATGTTGGT TGTTGTACAC ATAAT GATAG 4200 
GTTCTACCGC CTCTCCAATG AGTTAGCTCA AGTACTCACA GAAGTTGTGC ATTGCACAGG 4260 
TGGTTTTTAT TTTAAACCTG GTGGTACAAC TAGCGGTGAT GGTACTACAG CAT AT GCTAA 4320 
CTCTGCTTTT AACATCTTTC AAGCTGTTTC TGCTAATGTT AATAAGCTTT TGGGGGTTGA 4380 
TTCAAACGCT TGTAACAACG TTACAGTAAA ATCCATACAA CGTAAAATTT ACGATAATTG 44 4 0 
TTATCGTAGT AGCAGCATTG ATGAAGAATT TGTTGTTGAG TACTTTAGTT ATTTGAGAAA 4 500 
ACACTTTTCT ATGATGATTT TATCTGATGA TGGAGTTGTG TGCTACAACA AAGATTATGC 4560 
GGATTTAGGT TATGTAGCTG ACATTAATGC TTTTAAAGCA ACACTTTATT ACCAGAATAA 4620 
CGTCTTTATG TCCACTTCTA AGTGTTGGGT AGAACCAGAT CTTAGTGTTG GACCACATGA 4680 
ATTTTGTTCA CAGCATACAT TGCAGATTGT TGGGCCTGAT GGAGACTACT ATCTTCCCTA 47 4 0 
TCCAGACCCG TCCAGAATTT TGTCAGCTGG TGTGTTTGTT GATGACATAG TTAAAACAGA 4800 
CAATGTTATT ATGTTAGAAC GTTACGTGTC ATTGGCTATT GACGCATACC CGCTCACAAA 4860 
ACACCCTAAG CCTGCTTATC AAAAAGTGTT TTACACTCTA CTAGATTGGG TTAAACATCT 4920 
ACAGAAAAAT TTGAATGCAG GTGTTCTTGA TTCGTTTTCA GTGACAATGT TAGAGGAAGG 4980 
TCAAGATAAG TTCTGGAGTG AAGAGTTTTA CGCTAGCCTC TATGAAAAGT CCACTGTCTT 5040 
GCAAGCTGCA GGCATGTGTG TAGTATGTGG TTCGCAAACT GTACTTCGTT GTGGAGACTG 5100 
TCTTAGGAGA CCACTTTTAT GCACGAAATG TGCTTACGAC CATGTTATGG GAACAAAGCA 5160 
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TAAATTCATT 


ATGTCTATCA 


CACCATATGT 


GTGTAGTTTT 


AATGGTTGTA 


ATGTCAATGA 


5220 


TGTTACAAAG 


TTGTTTTTAG 


GTGGTCTTAG 


TTATTATTGT 


ATGAACCACA 


AACCACAGTT 


5280 


GTCATTCCCA 


CTCTGTGCTA ATGGCAACGT 


TTTTGGTCTA 


TATAAAAGTA 


GTGCAGTCGG 


5340 


CTCAGAGGCT 


GTTGAAGATT 


TCAACAAACT 


TGCAGTTTCT 


GACTGGACTA 


ATGTAGAAGA 


5400 


CTACAAACTT 


GCTAACAATG 


TCAAGGAATC 


TCTGAAAATT 


TTCGCTGCTG 


AAACTGTGAA 


5460 


AGCTAAGGAG 


3AGTCTGTTA 


AATCTGAATA 


TGCTTATGCT 


GTATTAAAGG 


AGGTTATCGG 


5520 


CCCTAAGGAA 


ATTGTACTCC 


AATGGGAAGC 


TTCTAAGACT 


AAGCCTCCAC 


TTAACAGAAA 


5580 


TTCAGTTTTC 


ACGTGTTTTC 


AGATAAGTAA 


GGATACTAAA 


ATTCAATTAG 


GTGAATTTGT 


5640 


GTTTGAGCAA 


TCTGAGTACG 


GTAGTGATTC 


TGTTTATTAC 


AAGAGCACGA 


GTACTTACAA 


5700 


ATTGACACCA 


GGTATGATTT 


TTGTGTTGAC 


TTCTCATAAT 


GTGAGTCCTC 


TTAAAGCTCC 


5760 


AATTTTAGTC 


AACCAAGAAA 


AGTACAATAC 


CATATCTAAG 


CTCTATCCTG 


TCTTTAATAT 


5820 


AGCGGAGGCC 


TATAATACAC 


TGGTTCCTTA 


CTACCAAATG 


ATAGGTAAGC 


AAAAATTTAC 


5880 


AACTATCCAA 


GGTCCTCCTG 


GTAGCGGTAA 


ATCTCATTGT 


GT TAT AGGTT 


TGGGTTTGTA 


5940 


TTACCCTCAG 


GCGAGAATAG 


TCTACACTGC 


ATGTTCTCAT 


GCGGCTGTAG 


ACGCTTTATG 


6000 


TGAAAAAGCA 


GCCAAAAACT 


TCAATGTTGA 


TAGATGTTCA 


AGGATAATAC 


CTCAAAGAAT 


6060 


CAGAGTTGAT 


TGTTACACAG 


GCTTTAAGCC 


TAATAACACC 


AATGCGCAGT 


ACTTGTTTTG 


6120 


TACTGTTAAT 


GCTCTACCAG 


AAGCAAGTTG 


TGACATTGTT 


GTAGTTGATG AGGTCTCTAT 


6180 


GTGTACTAAT 


TATGATCTTA 


GT GT CAT AAA 


TAGCCGACTG 


AGTTACAAAC 


AT AT T GTT T A 


6240 


TGTTGGAGAC 


CCACAGCAGC 


TACCAGCTCC 


T AGAACTTT G 


ATTAATAAGG 


GTGTACTTCA 


6300 


ACCGCAGGAT 


TACAATGTTG 


TAACCAAAAG 


AATGTGCACA 


CTAGGACCTG 


ATCTCTT^^T 


6360 


GCATAAATGT 


TACAGGTGCC 


CAGCTGAAAT 


TGTTAAAACA 


GTCTCTGCAC 


TTGTTTATGA 


6420 


AAATAAATTT 


GTACCTGTCA 


ACCCAGAATC 


AAAGCAGTGC 


TTCAAAATGT 


TTGTAAAAGG 


6480 


TCAGATTCAG 


ATTGAGTCTA 


ACTCTTCTAT 


AAACAACAAG 


CAACTAGAGG 


TTGTCAAGGC 


6540 


CTTTTTAGCA 


CATAATCCAA 


AATGGCGTAA 


AGCTGTTTTC 


ATCTCACCCT 


ATAATAGTCA 


6600 


AAATTATGTT 


GCTCGGCGTC 


TTCTTGGTTT 


GCAAACGCAA 


ACTGTGGATT 


CCGCTCAGGG 


6660 


TAGTGAGTAT 


GATTACGTCA 


TCTAGCTGCT 


CTGAAGATTT 


TTAATCCTGC 


TGCAATTCAC 


6720 


GATGTGGGTA 


ATCCAAAAGG 


CATCCGTTGT 


GCTACAACAC 


CAATACCATG 


GTTTTGTTAT 


6780 


GATCGTGATC 


CTATTAATAA 


CAATGTTAGA 


TGTCTGGATT 


AT GACTAT AT 


GGTACATGGT 


6840 


CAAATGAATG 


GTCTTATGTT 


ATTTTGGAAC 


TGTAATGTAG 


ACATGTACCC 


AGAGTTTTCA 


6900 


ATTGTTTGTA 


GATTTGATAC 


TCGCACTCGC 


TCTAAATTGT 


CTTTAGAAGG 


TTGTAATGGT 


6960 


GGTGCATTGT 


ATGTTAATAA CCATGCTTTC 


CACACACCAG 


CTTATGATAG 


AAGAGCTTTT 


7020 


GCTAAGCTTA 


AACCTATGCC 


ATTCTTTTAC 


TATGATGATA 


GTAATTGTGA 


ACTTGTTGAT 


7080 


GGGCAACCTA 


ATTATGTACC 


ACTTAAGTCA 


AATGTTTGCA 


TAACAAAATG 


CAACATTGGT 


7140 


GGTGCTGTCT 


GCAAGAAGCA 


TGCTGCTCTT 


TACAGAGCGT 


ATGTTGAGGA 


TTACAACATT 


7200 


TTTATGCAGG 


CTGGTTTTAC 


AATATGGTGT 


CCTCAAAACT 


TTGACACCTA 


TATGCTTTGG 


7260 


CATGGTTTTG 


TTAATAGCAA 


AGCACTTCAG 


AGTCTAGAAA 


ATGTGGCTTT 


TAATGTCGTT 


7320 


AAGAAAGGTG 


CCTTCACCGG 


TTTAAAAGGT 


GACTTACCAA 


CTGCTGTTAT 


TGCTGACAAA 


7380 


ATAATGGTAA 


GAGATGGACC 


TACTGACAAA 


TGTATTTTTA 


CAAATAAGAC 


TAGTTTACCT 


7440 


ACAAATGTAG 


CTTTTGAGTT 


ATATGCAAAA 


CGCAAACTTG 


GACTCACACC 


TCCATTAACA 


7500 


ATACTTAGGA 


ATTTAGGTGT 


TGTCGCAACA 


TATAAGTTTG 


TGTTGTGGGA 


TT AT GAAGCT 


7560 


GAACGTCCTT 


TCTCAAATTT 


CACTAAGCAA 


GTGTGTTCCT 


ACACTGATCT 


TGATAGTGAA 


7620 


GTTGTAACAT 


GTTTTGATAA 


TAGTATTGCT 


GGCTCTTTTG 


AGCGTTTTAC 


TACTACAAGA 


7680 


GATGCAGTGC 


TTATTTCTAA 


TAACGCTGTG 


AAAGGGCTTA 


GTGCCATTAA 


ATTACAATAT 


7740 
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GGCCTTTTGA ATGATCTACC TGTAAGTACT GTTGGAAATA AACCTGTCAC ATGGTATATC 7800 
TATGTGCGCA AGAATGGTGA GTACGTCGAA CAAATCGATA GTTACTATAC ACAGGGACGT 7860 
ACTTTTGAAA CCTTCAAACC TCGTAGTACA ATGGAAGAAG ATTTTCTTAG TATGGATACT 7920 
ACACTCTTCA TCCAAAAGTA TGGTCTTGAG GATTATGGTT TTGAACACGT TGTATTTGGA 7 980 
GATGTCTCTA AAACTACCAT TGGTGGTATG CATCTTCTTA TATCGCAAGT GCGCCTTGCA 8 040 
AAAATGGGTT TGTTTTCCGT TCAAGAATTT ATGAATAATT CTGACAGTAC ACTGAAAAGT 8100 
TGTTGTATTA CATATGCTGA TGATCCATCT TCTAAGAATG TGTGCACTTA TATGGACATA 8160 
CTCTTGGACG ATTTTGTGAC TATCATTAAG AGCTTAGATC TTAATGTTGT GTCCAAAGTT 8220 
GTGGATGTCA TTGTAGATTG TAAGGCATGG AGATGGATGT TGTGGTGTGA GAATTCACAT 8280 
ATTAAAACCT TCTATCCACA ACTCCAATCT GCTGAATGGA ATCCCGGCTA TAGCATGCCT 8 340 
ACACTGTACA AAATCCAGCG TATGTGTCTC GAACGGTGTA ATCTCTACAA TTATGGTGCA 84 00 
CAAGTGAAAT TACCTGATGG CATTACTACT AATGTCGTTA AGTATACTCA GTTGTGTCAA 84 60 
TACCTTAACA CTACTACATT GTGTGTACCA CACAAAATGC GTGTATTGCA TTTAGGAGCT 8520 
GCTGGTGCAT CTGGTGTTGC TCCTGGTAGT ACTGTATTAA GAAGATGGTT ACCAGATGAT 8580 
GCCATATTGG TTGATAATGA TTTGAGAGAT TACGTTTCCG ACGCAGACTT CAGTGTTACA 8640 
GGTGATTGTA CTAGTCTTTA CATCGAAGAC AAGTTTGATT TGCTCGTCTC TGATTTATAT 8700 
GATGGCTCCA CAAAATCAk .* TGACGGTGAA AACAC GTCGA AAGATGGTTT CTTTACTTAT 8760 
ATTAATGGTT TCATTAAAGA GAAACTGTCA CTTGGTGGAT CTGTTGCCAT TAAAATCACG 8820 
GAATTTAGTT GGAATAAAGA TTTATATGAA TTGATTCAAA GATTTGAGTA TTGGACTGTG 8880 
TTTTGTACAA GTGTTAACAC GTCATCATCA GAAGGCTTTC TGATTGGTAT TAACTACTTA 8940 
GGACCATACT GTGACAAAGC AATAGTAGAT GGAAATATAA TGCATGCCAA TTATATATTT 9000 
TGGAGAAACT CTAGAATTAT GGCTCTATCA CATAACTCAG TCCTAGACAC TCCTAAATTC 9060 
AAGTGTCGTT GTAACAACGC ACTTATTGTT AATTTAAAAG AAAAAGAATT GAATGAAATG 9120 
GTCATTGGAT TACTAAGGAA GGGTAAGTTG CTCATTAGAA ATAATGGTAA GTTACTAAAC 9180 
TTTGGTAACC ACTTCGTTAA C AC AC CAT GA AAAAATGCTG TATTTATTAC AGTTTTAATC 9240 
TTACTACTAA TTGGTAGACT CCAATTATTA GAAAGAC TAT TACTTAATCA CTCTTTCAAT 9300 
CTTAAAACTG TCAATGACTT TAATATCTTA TAT AGGAGT T TAGCAGAAAC CAGATTACTA 9360 
AAAGTGGTGC TTCGAGTAAT CTTTCTAGTC TTACTAGGAT TTTGCTGCTA CAGATTGTTA 9420 
GT C ACATTAA TGTAAGGCAA CCCGATGTCT AAAACTGGTT TTTCCGAGGA ATTACTGGTC 94 80 
ATCGCGCTGT CTACTCTTGT ACAGAATGGT AAGCACGTGT AATAGGAGGT ACAAGCAACC 954 0 
CTATTGCATA TTAGGAAGTT TAGATTTGAT TTGGCAATGC TAGATTTAGT AATTTAGAGA 9600 
AGTTTAAAGA TCCGCTACGA CGAGCCAACA AT GGAAGAGC TAACGTCTGG ATCTAGTGAT 9660 
TGTT TAAAAT GTAAAATTGT TTGAAAATTT TCCTTTTGAT AGT GATACAA AAAA 9714 
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REIVINDICACIONES 

1. Un genoma viral defectivo que comprende el genoma 
de un virus parental que tiene las senales de 
5 reconocimiento cie la replicasa viral localizadas en los 
extremes 3 f y 5', que comprende ademas deleciones 
internas, y en el que dicho genoma viral defectivo depende 
de un virus compiementador para su replicacion. 

10 2. Un genoma segun la reivindicacion 1, que 

comprende, ademas, la secuencia completa que codifica la 
replicasa del virus parental. 

3. Un genoma segun las reivindicaciones antericres, 
15 en el que dicho virus parental es un coronavirus. 

4. Un genoma segun las reivindicaciones antericres, 
que ' ce-prende un genoma defectivo de un coronavirus 
porcine, canino o felino. 

20 

5. Un genoma segun la reivindicacion 4, que comprende 
un genoma defectivo del virus de la gastroenteritis 
porcina transmisible (VGPT) . 

25 6. Un genoma segun cualquiera de las reivindicaciones 

antericres, en el que dicho virus compiementador es el 
virus parental. 

7. Un vector de expresicn basado en un genoma viral 
30 defectivo recombinante que expresa al menos un antigeno 
capaz de inducir respuestas inmunes sistemicas y 
secretoras, que compre::de un genoma viral defectivo segun 
las reivindicaciones 1 a 6, o su correspondiente ADN 
complementario (ADNc) , y al menos, una secuencia de ADN 
35 que codifica un antigeno capaz de conferir inmunidad 
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sistemica y en mucosas. 

8. Un vector segiin la reivindicacion 7, que comprende 
mas de una secuencia de ADN, cada una de las cuales 
codifica un antigeno distinto capaz de conferir inmunidad 
sistemica y en mucosas. 

9. Un vectcr de expresion basado en un genoma viral 
defectivo recombinante que expresa al menos un anticuerpo 
que prcporciona proteccion contra un agente infeccioso, 
que ccmprende un genoma viral defectivo segiin las 
reivindicaciones 1 a 6, o su correspondiente ADN 
complementario ADNc) , y al menos, una secuencia de ADN 
que codifica ur. anticuerpo que proporciona proteccion 
contra un agente infeccioso. 

10. Un vector segiin ia reivindicacion 9, que 
comprende mas de una secuencia de ADN, cada una de las 
cuales codifica un anticuerpo que proporciona proteccion 
contra un agente infeccioso. 

11. Un sistema recombmante basado en virus 
defectivos reccmbinantes que expresan, al menos, un 
antigeno capaz de inducir inmunidad sistemica y en 
mucosas, que ccrr.prende: 

a) un vector de expresion recombinante basado en un 
genoma viral defectivo segiin ias reivindicaciones "* u 8, 
que contiene, al menos, una secuencia de ADN que codifica 
un antigeno capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas; y 

b) un virus complementador . 

12. Un sistema segiin la reivindicacion 11, en el que 
dicho vector de expresion comprende mas de una secuencia 
de ADN, cada una de las cuales codifica un antigeno 
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distinto capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas . 



13. Un sistema segun la reivindicacion 11, que 
5 comprende distintos vectores de expresidn cada uno de los 
cuales contiene una secuencia de ADN distinta que codifica 
un antigeno distinto capaz de conferir inmunidad sistemica 
y en mucosas. 

10 14. Un sistema segun cualquiera de las 

reivindicaciones 11 a 13, en el que dicho virus 
complementador es el virus parental del que deriva el 
genoma viral defectivo. 

15 15. Un sistema segun la reivindicacion 14, en ei que 

dicho virus complementador proporciona las proteinas 
funcionaies y estructurales para la replicacicn y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

20 16. Un sistema segun la reivindicacion 14, en ei que 

dicho virus complementador proporciona las proteinas 
estructurales para la encapsidacion del genoma defectivo. 

17. Un sistema recombinante basado en virus 
25 defectivos reccmbinantes que expresan, al menos, un 
anticuerpo que proporciona prcteccion contra un agente 
infeccioso, que comprende: 

a) un vector de expresion recombinante basado en un 
genoma viral defectivo segun las reivindicaciones 9 6 10, 

30 que contiene, al menos, una secuencia de ADN que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso, y 

b) un virus complementador. 



35 



18. Un sistema segun la reivindicacion 17, en el que 
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dicho vector de expresion comprende mas de una secuencia 
de ADN, cada una de las cuales codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccion contra un agente infeccioso. 

19. Un sistema segun la reivindicacion 17, que 
comprende distintos vectores de expresion cada uno de los 
cuales contiene una secuencia de ADN distinta que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso. 

20. Un sistema segun cualquiera de las 
reivindicaciones 17 a 19, en el que dicho. virus 
complementador es el virus parental del que deriva el 
genoma viral defective. 



21. Un sistema segun la reivindicacion 20, en el que 
dicho virus complementador proporciona las prozeinas 
funcionales y estructurales para la replicaciin y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

22. Un sistema segun la reivindicacion 20, en el que 
dicho "irus complementador proporciona las prozeinas 
estructurales para la encapsidacion del genoma defectivo. 

25. Una vacuna capaz de inducir prcteccicr. en 
animales frente a un agente infeccioso, que ccmprence una 
cantidad adecuada de un sistema recombinante segun 
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 22, junto ccn un 
excipiente f armaceuticamente aceptable. 

24. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene una secuencia de ADN que codifica 
un antigeno capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas. 
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25. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene mas de una secuencia de ADN, cada 
una de las cuaies codifica un antigeno distinto capaz de 

5 conferir inmunidad sistemica y en mucosas. 

26. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende distintos vectores de 
expresion cada uno de los cuaies ccntiene al menos una 

10 secuencia de ADN distinta que codifica un antigeno 
distintc capaz de conferir inmunidad sist6mica y en 
mucc :as. 

27. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
15 para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 

porcinos, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion cue contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patogeno 
porcino. 

20 

26. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
porcinos, en la que el sistema recombinante comprende un 
vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 
25 ADN, cada una de las cuaies codifica un antigeno distinto 
de un patogeno pcrcino. 

29. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
30 porcinos, en la que el sistema recombinante comprende 
distintos vectores de expresion cada uno de los cuaies 
contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno porcino. 



35 



30. Una vacuna segun las reivindicaciones 27 a 29, 
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la que dicho patogeno porcino se selecciona de un grupo 
constituido esencialmente por: Actinobacillus suis, 
Actinobacillus pleuropneumonias, Haemophilus parasuis, 
Parvovirus porcino, Leptospira, Escherichia coli, 
Erysipeiotrix rhusiopathiae, Pasterella multocida, 
Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Serpulina 
hydiosenteriae, Mycoplasma hyopneumoniae, virus de la 
diarrea epidemica porcina (PEDV), coronavirus respiratorio 
porcino, rotavirus, c contra los patogenos causantes del 
sindrome respiratorio y reproductivo porcino, la 
enfermedad de Aujeszky { Pseudorabies ) , influenza porcina 
o gastroenteritis transmisible y el agente etiolbgico de 
la rinitis atrofica y de la ileitis prclif erativa . 

31. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para ccnferir inmunidad contra agentes infecciosos 
caninos, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patogeno 
canino. 

32. Una vacuna segun ia reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
caninos, en la que el sistema recombinante comprende un 
vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 
ADN, cada una de ias cuales codifica un antigeno distinto 
de un patogeno canino. 

33. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
caninos, en la que el sistema recombinante comprende 
distintos vectores de expresion cada uno de los cuales 
contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno canino. 
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34. Una vacuna segun las reivindicaciones 31 a 33, en 
la que dicho patogeno canino se selecciona de un grupo 
constituido esencialmente por: herpesvirus caninos, 
adenovirus canino tipos 1 y 2, parvovirus canino tipos 1 
5 y 2, reovirus canino, rotavirus canino, coronavirus 
canino, virus de la parainfluenza canina, virus de la 
influenza canina, virus del moquillo (Distemper virus) , 
virus de la rabia, retrovirus y calicivirus canino. 

10 35. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 

para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende al 
raenos un vector de expresion que contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patcgeno 

15 felino. 

36. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende un 
20 vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 
ADN, caaa una de las cuaies codifica un antigeno dis.into 
de un patogeno feline. 

3". Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
25 para conferir inmunidad centra agentes infecc.osos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende 
distinccs vectcres de expresion cada uno de los cuaies 
contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno felino. 

30 

38. Una vacuna segun las reivindicaciones 35 a 37, en 
la que dicho patogeno felino se selecciona de un grupo 
esencialmente constituido por: calicivirus del gato, virus 
de la inmuno-def iciencia felina, herpesvirus felinos, 
35 virus de la panleucopenia felina, reovirus felino, 
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rotavirus felino, coronavirus felino, virus de la 
peritonitis infecciosa del gatO/ virus de la rabia, 
Chlamydia psittaci felina y virus de la leucemia felina. 

39. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene una secuencia de ADN que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
inf eccioso . 

40. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vectcr de 
expresion que contiene mas de una secuencia de ADN, cada 
una de las cuales codifica un anticuerpo que proporciona 
proteccion contra un agente inf eccioso. 

41. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende distintos vectores de 
expresion cada uno de los cuales contiene al mencs una 
secuencia de ADN disrinta que codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccion contra agente inf eccioso. 

42. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra un agente infeccioso 
porcino, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al mencs una 
secuencia de ADN- Tue codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccicn contra dicho agente infeccioso 
porcino . 

43. Una vacuna segun la reivindicacion 42, en la que 
el sistema recombinante comprende al menos un vector de 
expresion que contiene al menos una secuencia de ADN que 
codifica el anticuerpo monoclonal identificado como 6A.C3 
capaz de neutralizar el virus de la gastroenteritis 
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porcina transmisible (VGPT) . 

44. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
el virus complementador del sistema recombinante comprende 
un coronavirus. 

45, Una vacuna segtin la reivindicacion 44, en la que 
dicho coronavirus se selecciona d.el grupo formado por 
coronavirus porcinos, caninos y felinos. 
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NCITTTAAACTAAACTCACTCTACCCTGCCTATATCTCTTCTTTTACTIIAACrAGCCTICTGClACATTTTCTCITCCGACACCAACrC 90 



H t S • 

CCTTCACCCAACGGTCCAGTACGGTTCCCTCCCIATTTCGTAAGTCGCCTAGTACIAGCGACTGCCCTTCCCCCCGTACAACCTICGGTA 270 

CACCCGCTTCCCTCCTGTCATCTCCCTCCCCCCCCCCCACCACAATCACTrCCAAACAATTCAACATCCTTCTTAAICACCACTATCAAC360 

•ISSKQFKIIVNEOYO 
TCAACGTGCCIAGTCTTCCTATTCGTCACCTCTTACACGAAATTAACTACTGCIACCGIAATCGATITGACCCCIATCITTTCGTACCAG 450 

VNVPSLPIRDVlQEIKYCYRNCFECYYfVP 
AATACICTCCTGACCTACTTCAnCCCATCCTAAGCATCACTACCTCATTCCICTTCTTCClAACCCACTAACTCATCTIAAACCTCITC 540 

E Y C R 0 I V 0 C 0 R K 0 H Y V f C V L C N C V S 0 L K P V 
TTCTTACCCAACCCTCCCTCAICTTCCAACGCTnATTCTTACACCIAACTCCAATCCCCTTCIIGACCACTTTCACCTTAAAATTCCTC 630 

L L I E P S V H L 0 G F l V R A K C N G V L E 0 F 0 L K I A 

CCACTC|ACACCTCCCATATATCTTCATCAATACATCTCTCCICCTCATCCAAAACCACTCATTCAACCCCATTTTAACCACTACTrCG 720 

I 

RTVRCAIYVOOYHCCAOCKPVIECOFKDYF 
GTCATCAAGACATCATTGAATTTGAACCACACGACTACCATTCCCCTTGCACAACTCICCGCCATCAGAAACCCCTCAAICACCAAACTC 8I0 

C 0 E 0 I IEFECEEYHCAWTTVROEKPLNQQI 
TCTriACCATICAGGAAATCCAATACAAICTCCACATTCCTCATAAATTGCCAAACICTGCIACTACACATCTACCACCACCACTCAAAA 900 

L F T 10 I 1 0 Y N L 0 I P H K L P N C A T R H V A P P V I! 




180 



FIG. 12/1 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 PCT/ES97/00059 



13/27 



ACAACTCTAAAATAGTTCTCTCTGAACATTACAACAAGCTTTATCATATCTTCCCATCACCCTTTATCGCAAATGGTGACTCTCTTACCA 090 

KNSKlVlSEOYKKlYOIFCSPFftGHCOC.iS 
AATCCTTTCACACTCTTCATTTTATCCCTCCTACTCTTACATCCCCCTCTCGTTCTCAAACTAGCCCCGTTGCACATTCCACTCCTTTTA 1080 

KCFDTIHFIAATIRCPCGSESSGYCDVTCF 
ACACTGCCTGTTCTGGTCTTTCTCCCAAAGTTAAGCGTCTCACTTTCGCTCATATTAAGCCTCGTCATCCTCTTCTCACTAGTATCACCG 1170 

KTACCGISGKVKGVTLGQIKPCDAVVTSNS 
CACGTAAGGCAGTTAACTTCTTTGCCAATTGTGTTCTTCAATATGCTCCTCATCTTGAACCTGTCTCCATCTCCAAACTTATTAAAACTT 1260 

A G K C V K F F A N C V I Q Y A C 0 V £ C V S I W K V I K T 
TTACAGTTGATGAGACTGTATGCACCCCTGCTTTTGAAGCCGAATTCAACCACTTCATCAAACCTGAGAGCAAATCACTACTTGCATCCA t350 

F T V 0 E T V C T P G F £ G E L N 0 F I K P £ S K S I V A C 
CCCTTAAAACACCATTCATTACTCCTCATATTCATCATGCTGTACATCATTCTATCATTACAGGAAAATTGGATCTTAGTACCAACCTTT 1110 

S V K R A F I T G 0 I 0 0 A V H 0 C I 1 T G K L D t S T N L 
TTCCTAATCTTCGTCTATTATTCAAGAACACTCCATCGTTTCTACAAAACTGTCCTGCACTTTTTCTACACCCTrCGAAACTACTACACC 1530 

FGNVGILFKK TPWFVQKCGAIFVOAWKVVE 
AGCTTTGTGGTTCACTCACACTTACATACAACCAAATTTATCAAGTTGTAGCATCACTTTGCACTTCTGCTTTTACCATTCTAAACTACA 1620 

E I C G S I T I I Y K 0 I r E V V A S L C T S A F T I V N Y 
AGCCAACATTTGTCCTTCCACACAATCCTCTTAAACATCTTCTACACAACTCICTCAAACTTCTTGIAAAAGCATTTGATGTTITIACCC 1710 

K P T F V ¥ P 0 NR Y K 0 L V 0 K C Y K V L V K A F 0 V F I 
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ACATTATCACAATACCTCCTATTCACCCCAAATCCTTTCTCCnCCICCTAAATACCTGTTCTTCAATAATCCACTTCTCAAACTTCTCA 1 800 

0 I i I I A C I E A t C F V I C A K y L I f H N A L V I t V 
CTCTTAAAATCCTTCGCAACAAGCAAAACCCTCTTCAATCTCCATTCTTTCCrACTAGCTTCCTTGCTCCAACTCTTAATCTCACACCTA 1690 

S V K ! I C K i 0 K C L E C A F F A I S L V C A I V N V I P 
AAACAACACAGACTGCCACTATCAGCTTCAACAACCTTCATCATGTTCTACCACCACCAGACCCTTATATCCTCATTCTTGCTCATATCG I960 

K « T £ T A I I S I M K V 0 0 V V A P C E C Y I ¥ I V C 0 fl 
CTTTCTACAACACTCCTCAATATTATTTCATGATCTCTACTCCTAATTTTCTTCTTAClAACAATCTTTTrAAACCACTTAAACTTCCAT 2070 

A f y I! s C £ y r f n h s s p h f v l t N N V F K A V K V P 
CTTATCACATCGTTTATGATCTTCATAATGATACCAAAACCAAAATCATTGCAAAACTTGCTTCATCATTTCAACAAATACCAACTGCCA 2160 

SYOIVYOVONOTKSKHIAKLCSSFEOIPTC 
CACAACATCCAATTCCCTTCTGTATTCAAAATGAACTTTGTGTFGTCTGTGCTFGTTCGCTTAACAATCGTTCCATGTCCCATCGTACTT 2250 

T 0 0 P 1 R F C I £ H £ V C V V C C C W I N H C C fl C 0 R I 

CTATCCACACTTTTACTCTTCATji lAlliiB ^ 2340 

• % i L F i R ¥ R 6 S S A A R I £ P C N C T 0 P 
s n 0 S F T V 0 0 S Y L H £ I C V I V 0 L 0 ♦ 

ACACCATCTTACTACACCTTTTCACATCTACAACAAACATCTICCCTCTATTCCTAAATTCCTIAACACCAATICTTCAACATTTAGCAA 2430 

0 K V S R A F D I Y N K 0 V A C I C K F I K T N C S R F fi N 

TTTCCACAAACATCATGCCTACTACATTCTCAAACCTTCTACAAACACCCTTATGGACCATCACCAACTCTGTTATAACCATCTTAAACA 2520 

1 0 i H 0 A Y Y I V t R C T K I Y H 0 H E Q V C Y N 0 I K 0 
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TTCTGCTCCTCT7CCTCAGCATCACTTCTTCACATATAAAGACGGTACATCTCACTTCCCTAATCTTGCACCTACCAATCTTACAAAGTA 2610 
S C A V A £ H 0 F F T Y I E C R C £ F C H V A R R N L T r Y 

CACAATCATGGATCTTTGTTACCCTATCACAAATTTTCATCAAAACAACTCTGAAGTTCTCAAACAAATACTCCTCACACTAGGTSCTTG 2700 
T H H 0 L C Y A I R N F 0 £ K N C £ Y L I! E I I V T V C A C 

CACTCAAGAATTCTTTCAAAATAAAGATTCGTTTCATCCAGTTGAAAATGAAGCCATACATCAAGTTTATCCAAAACTTGCACCCATTGT 2790 
T £ £ F F £ N K 0 V F D P V £ N E A I H £ V Y A K L C P I V 

ACCCAATCCTATCCTIAAATCTCTTCCTTTTICCCATCCCATACTCCAAAAACCCTATATAGCTCTTAIAACACTTCACAACCAACAICT 2680 
A M A It I K C V A F C 0 A I V £ K C Y ! C V I T L 0 N 0 0 I 

TAATCCCAATTICTACCATTTCCGCGATTTCCTCAACACTCCTCCCCCIITTCCITCCCCTTCICTTACATCATATTATTCTTATATCAT 2970 
N C N F Y 0 F C 0 F V K T A P C F G C A C V T S Y Y S Y N H 

CCCTTIAATGGCGAIGACTTCATCCTIACACTCTCAAAACTTTGTCAAAACICACATCIAICCTTCTGATTAIAACCACTATCATTIACT 3060 
PLNGHTSCLESENFVKSOIYGSOYKOYOIL 

ACCTTATCATTTTACCGAACATAACCACTACCTTTTCCAAAAATACTTTAACTACTCGCATCCCACATATCACCCAAATTCTTCTGATTC 3150 
AYOFIEHKEYLFQKYFKYVORTYHPNCSOC 

TACTACTCACGACTGTATTATTCATTCTCCTAATTTTAACACATTCTTTTCTATCACAAYACCAATGACACCTTTTCGACCACTTCTCCC 3240 
T S 0 £ C I I H C A N F H T I F S fl T I P H T A F. G P L V R 

TAAACTTCATATTGATGCTCTACCAGTACTTCTTACTCCAGCTTACCATTTCAAACAACTTCCTATACTATCCAA1CTTGATCTAAAATT 3330 
K V H I 0 C V P V V V T A C Y H F K 0 I C I V V N L 0 V K I 

ACACACAATGAACTTCAGCATGACICATCYTCTTAGATTTCTCACACATCCAACACTTCTTCTACCATCAACCCCTCCACTTTTACACCA 3120 
0 I « K I S H T 0 L L R F Y I 0 P T L t V A S S P A L I 0 0 

FIG. 12/4 

HOJA OE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



16/27 



GCGTACTCTCT6TTTCTCCATT6CACCTTTGACTACTCCTATTACATATCACACA6TAAAACCAGGTCACTT7AACAACCATTTCTACGA 3510 
R T V C F S I A A L S T C J T Y 0 T V K P G H f N K 0 F Y 0 

TTTCATAACAGACCCTCCATTCTTTGAACACGGATCIGACTTAACATTAAAACATTTTTTCTTTCCACAGGCTCCTCAAGCTCCTAIGAC 3600 

F I tergffeecseitikhfffaqcgeaaht 

AGACTTCAATTAirATCCCTACAATACAGTCACAGTACTTCATATTTCCCAAGCTCAATTTCTTTACAAAATACTTCCCAACTATTTTGA 3690 
OFHYYRYNRVTVLOICQAQFVYIMVGKYFE 

ATGTTATCACGGTGCCTGCATTAATGCTCCTCAACTTGTTGTTACAAACTATCACAAGACrcCTCCCTATCCTTTCAACAAArTTCCTAA 3780 
CYOGGC INAREVVVTRYOKSAGYPLNKFGK 



AGCTAGACTTTACTACGAAACTCTTTCATATGAACAGCAGGATGCACTTTTTCCTTTAACAAAGAGAAATGTTTTACCCACAATGACTCA 3670 
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TCCT^ 5220 
1fll ; ffi«1 l f i « is 1 l f Y V'-C 3 f *.V c N V N 0 

dedos de zinc 

rcttacaaagttqtttttacctcctcttacttattattctatgaaccacaaaccacagttctcattcccactctctcctaatcgcaacct 5310 
ytklfigglsyychnhkpqlsfplc'angnv 

ttttcctctatataaaagtactccactcgccicacaggctcttgaacatttcaacaaacttgcactttctgactgcactaatgtagaaca 5100 
f c l y k s s a v c s e a v e 0 f n k i. a v s 0 if! t n v e 0 

ctacaaacttgctaacaatgtcaaggaatctctcaaaattttcgctcctcaaactctcaaagctaaggagcagtctgtraaatctgaata 5490 
v k l a n n v t e s l k i f a a e t v k a k e £ s v k s e y 

tgcttatcctgtattaaagcaggttatcgcccctaacgaaattgtactccaatccgaagcttctaacactaagcctccacttaacagaaa 5560 
ayavikev icpkeiviqveasktkppinrk 

rycacttttcacgtcttttcacataagtaaccatactaaaattcaattacctcaatttctctttcaccaatctcactaccctactcattc 5670 
s v f t c f 0 i s k 0 t k i 0 l c e f v f £ 0 s e y g s 0 s 

tctttattacaacagcacgactacttacaaattcacaccagciatgatttttgtcttcacttctcataatgtgactcctcttaaacctcc 5760 

V Y Y K S T S T Y K L T P C H I F V I T S H N ¥ SP L X A P 

AATTTTAGTCAACCAAGAAAAGTACAATACCATATCTAAGCTCTATCCTCTCTTTAATATACCCCACCCCTATAATACACTGGTTCCTTA 5850 
ILVNQEKYNTISKLYP MIMiH 

CTACCAAATCATACCTAACCAAAAATTTACAACTATCCAAGCTCCTCCTCCTAGCCCTAAATCTCATTGTGTTATACCTTTGCCTTTCTA 5940 
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TTACCCTCAGGC6AGAATAGTCTACACTGCATCTTC7CATGCCGCTCTAGACCCTTTATCTCAAAAAGCACCCAAAAACTTCAATCTTGA 6030 



T/WWT^ 6120 

TACT6TTAATGCTCTAGCAGAAGCAAGTTGTGACATTGTTGTAGTTGATGAGGTCTCTATGTGTACTAATTATGATCTTAGTGTCATAAA 6210 
T V N A L P E A S C 0 I V V ¥ 0 E V S « C I N Y 0 I S V I N 



TACCCCACTCAGTTACAAACATATTCTTTATCTTCGACACCCACACCACCTACCACCTCCTACAACTTTCATTAATAACCCrCTACTTCA 6300 
S R L S Y K H I VYVGDPOQIPAPRIl I N K C V L Q 

ACCGCAGCATTACAATGTTGTAACCAAAAGAATGTGCACACTAGGACCTGATGTCTTTTTGCATAAATCTTACAGGTGCCCAGCTGAAAT 6390 
PQOYNVVTKRHCTLGPOVflHKCYRCPAEl 

TGTTAA|ACACTCTCTGCACTTGTTTATCAAAATAAATTTGTACCTGTCAACCCAGAATCAAAGCACIGCTTCAAAATGTTTCTAAAAGG 6480 
V IPI V S A I V Y E N K F V P V N P E S K Q C F K H F V K C 

TCAC^TTCAGATTCAGTCTAACTCTTCTATAAACAACAAGCAACTACAGGTTGTCAACGCCTTTTTAGCACATAATCCAAAATGCCCTAA 6570 
QIQIESNSSINNKQIEVVKAFLAHNPKWRK 

ACCTCTTTICATCTCACCCTATAATACTCAAAATTATGTTGCTCGCCCTCTTCTTGGTTTGCAAACCCAAACTCTGCATTCCCCTCAGCC 6660 
A V F I S P Y N S 0 N Y V A R R I I C I Q T 0 I V 0 S A Q C 

TACTCACTATCAITACGTCAlcfA|TCCTCTGAACATTTTTAATCCTCCTGCAArTCACGATGTGCGTAATCCAAAAGCCArCCCTTGI 6750 
S E Y 0 Y V I ♦ 

II III 

GCTACAACACCAATACCATGGTTTTGTTATGATCGTGATCCTATIAATAACAAICTTAGATCTCTCCATTATCACTATAIGCTACATGCI 6810 
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CAAATCAAICCTCITATCITAlIIICGAACTGlAATCIACACATCIACCCACACTniCAATTCnTCTACATTTGATACICCCACICCC 6930 
TCTAAATTCTCTTTAGAACGTTCTAATGGTGGTGCATTCTATGTTAATAACCATCCTTTCCACACACCACCTTATCATAGAAGACCTTTT 7020 
GCTAACCTTAAACCTATGCCATTCTTTTACTA7CATCATACTAATTCTGAACTTCTTCATCGGCAACCTAATTATCIACCACTTAAGTCA 7110 
AATGTTTCCATAACAAAATGCAACATrCCTGGTCCTGTCTCCAACAACCATGCTCCTCTTTACACAGCCTATGTTGACGATTACAACATT 7200 
TTTATCCACCCTGGTTTTACAATAT-CGTCTCCTCAAAACTTTCACACCTATATGCTTTCCCATCGTTTTGTTAATAGCAAAGCACT7CAC 7290 
AGTCTACAAAATCTCGCTTTTAATGTCGTTAACAAAGGTCCCTTCACCCGTTTAAAAGGTGACTTACCAACTCCTCTTATTGCTCACAAA 7380 
ATAATCCTAACAGATCGACCTACTGACAAATGTATTTTTACAAATAAGACTACTTTACCTACAAATGTAGCTTTTCAGTTATATCCAAAA 7170 
CCCAAACTTCGACTCACACCTCCATTAACAATACTTACGAATTTACGTGTTGTCCCAACATATAAGTTTCTCTTGTGCGATTATCAAGCT 7560 
GAACCTCCTTTCTCAAATrTCACTAACCAACTGTCTTCCTACACTCATCTTCArACTGAACTTCTAACATCTTTTCATAATAGTATTGCT 7650 
CGCTCTTTTCACCCTTTTACTACTACAAGACATCCACTGCTTATrTCTAATAACGCTCTCAAAGCCCTTACTCCCATTAAATTACAATAT 7710 
CCCCTTTTCAATGATCTACCTGTAACTACTGTTCCAAATAAACCTCTCACATCCTATATCTATCTCCCCAACAATCCTCAGTACCTCCAA 7830 
CAAATCCATAGTTACTATACACAGCCACGTACTTTTCAAACCTTCAAACCTCGTAGIACAATCCAAGAAGATTTTCTTACTATCGATACT 7920 
ACACTCTTCATCCAAAAGTATCCTCTTGACCATTATCGTTTTCAACACCTTCTATTTGCACATCTCTCTAAAACTACCATTCGTCCIATG 6010 
CATCTTCTTATATCCCAACICCGCCTTCCAAAAArGCGTTTGTTTTCCCnCAACAATTTATGAATAATTCTGACACTACACTGAAAACI 8100 
TCTTGTATTACATATCCTCATCATCCATCTTCTAACAATCTCTGCACTTATATGCACATACTCTTGCACGATTTTGTCACTATCATTAAG 8190 
ACCTTAGATCTTAATCTTCTGTCCAAAGTTCTCGATCTCATTCTACATTCTAAGCCATCCAGATCGATGTTCTCCTGTGAGAATTCACAr 8280 
ATTAAAACCrTCTATCCACAACTCCAATCTCCTCAATCCAATCCCCCCTATACCATCCCTACACICTACAAAATCCACCGTATCTCTCTC 8370 
GAACCCTCTAATCTCTACAATTATGGTCCACAAGIGAAATTACCTGATCCCATTACTACTAATCFCCTTAAGTATACKACTTGrGTCAA 8460 
TACCTTAACACTACTACATTG1GTCTACCACACAAAATCCCTGTATTCCATTTACCAGCIGCTGGTCCATCTGGTCTTGCTCCTCCTACT 8550 
ACTGTATTAACAACATGGTTACCAGATCATGCCATATTCGTTGATAATGATTTCACACATTACCTTTCCGACGCACACTTCAGTCrTACA 8640 
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CCTCATTCTACTACTCTTTACATCCAACACAACTTTGATTTCCTCCTCTCTGATTTATATCATCGCTCCACAAAATCAATTCACCGTCAA 8730 
AACACCICCAAACATCCTTTCITTACTTATATTAATCGTTTCATTAAACAGAAACTCTCACTTCGTCGATCTCTTCCCATTAAAATCACG 8820 
CAATTTAGTTCCAATAAAGATTTATATCAATTCAITCAAACATTTCACTATTCGACTGTGTTTTCTACAAGTGTrAACACGTCATCATCA 89)0 
CAAGGCTTTCTCATTCCTATTAACTACTTACCACCATACTGTCACAAACCAATACTACATCGAAATATAATCCATCCCAATTATATATTT 9000 
TCCAGAAACTCTACAATTATGCCTCTAICACATAACTCACTCCTACACACTCCTAAATTCAAGTGTCGTTCTAACAACGCACTTATTCTT 9090 
AATTTAAAACAAAAACAATTCAATCAAATCC1CATTCCATTACTAACCAAGCCTAACTTCCTCATTAGAAATAATGCTAACTTA^i^Ai9180 

TTTCGTAACCACTTCCTTAACACACCgTOlAAAAATGCTCTATTTATTACACTTTTAATCTTACTACTAATTCGTACACTCCAATTATTA 9270 

III IV 

NKKCCIYYSFNLTTNV* 

CAAACACTATTACTTAATCACTCTrTCAATCTTAAAACTGTCAATGACTTTAATATCTTATATACCAGTTTACCACAAACCACATTACTA 9360 
AAACTCGTCCTTCGACTAATCTTTCIACICTTACTAGGATTTTCCTGCTACAGATTCTTACTCACATTAATCTAACCCAACCCGATGTCT 94S0 
AAAACTCCTTTTTCCCAGGAATTACTCCTCATCCCGCTGTCTACTCTTCTACACAATGCTAAGCACCTGTAATAGCACCTACAACCAACC 95W 
CTATTCCATATTAGGAACTTTACATTTCATTTCCCAATCCTACATTTAGTAATTTAGAGAACTTTAAAGATCCCCTACGACCACCCAACA 9630 
ATGGAAGACCTAACCTCTGGATCTAGTCATTGTTTAAAATGTAAAATTGTTTGAAAATTTTCCTTTTCATACTGATACAAAAAA 9711 
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